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OZET

HYPOCREA JECORINA QM 9414’'DEN PULLULANAZIN SAFLASTIRILMASI
Nurdagil ORHAN

Kimya Anabilim Dali
Doktora Tezi

Tez Danismani: Dog. Dr. Ayseglil PEKSEL

Bu calismada Viyana Teknik Universitesi, Biyokimyasal Teknoloji ve Mikrobiyoloiji
Enstitisi’'nden temin edilen Hypocrea jecorina QM 9414’de ilk defa pullulanaz
indiksiyonu gerceklestirildi. Enzim indiksiyonu icin optimum sartlar tayin edildi. Bu
mikroorganizmadan pullulanaz [EC 3.2.1.41] ilk kez saflastinildi. Saflastirilan enzimin
bazi 6zellikleri incelendi.

Pullulanaz, H. jecorina QM 9414’den homojenizasyon, amonyum siilfat ¢coktlirmesi,
DEAE-selliloz ve Sefadeks G-100 kolon kromatografisi yontemleriyle 11 kat saflastirildi.
Saflastirma islemi sliresince sicaklik +4°C’de tutuldu. Protein miktar tayini Bradford ve
Warburg-Christian yontemlerine gore; enzim aktivitesi ise 37°C'de Miller’in yontemine
gore, 540 nm dalga boyunda spektrofotometrede tayin edildi.

H. jecorina pullulanazinin PAGE sonucunda 130,56 kDa mol agirligina karsilik gelen tek
aktivite bandi gosterdigi saptandi. SDS-PAGE sonucunda ise bu enzimin monomer
yapida oldugu bulundu. Enzimin optimum sicakhgr 35°C-65°C arasinda belirlendi.
Hypocrea jecorina pullulanazinin optimum pH’si substrata gore degisiklik gosterdi.
Optimum pH, amilopektin ve pullulan icin 6,5, nisasta icin 5,0 olarak bulundu. Enzim
tarafindan katalizlenen reaksiyonun aktivasyon enerjisi 0,6178 kcal.mol™ olarak
hesaplandi. Enzimin amilopektin, nisasta ve pullulan substratlarina karsi K., degerleri
sirasiyla 10,7 mg/ml, 15,5 mg/ml ve 38,4 mg/ml; Vax degerleri ise sirasiyla 3,3145
AA/dk, 3,3211 AA/dk ve 3,818 AA/dk olarak bulundu.
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ABSTRACT

PURIFICATION OF PULLULANASE FROM HYPOCREA JECORINA QM9414
Nurdagil ORHAN

Department of Chemistry
PhD. Thesis

Advisor: Assoc. Prof. Dr. Aysegiil PEKSEL

In this study, pullulanase induction was realized for the first time at Hypocrea jecorina
QM 9414 obtaining from Vienna University of Technology, Institute of Chemical
Engineering, Division Gene Technology and Applied Biochemistry. The optimum
conditions were determined for the enzyme induction. Pullulanase [EC 3.2.1.41] was
purified for the first time from this microorganism. Some properties of the purified
enzyme were investigated.

Pullulanase was purified 11 fold from Hypocrea jecorina QM 9414 by the methods of
homogenization, ammonium sulfate precipitation, DEAE cellulose and Sephadex G-100
column chromatography. Temperature of +4 °C was maintained during the purification
process. The protein content was determined according to the methods of Bradford
and Warburg-Christian and the enzyme activity was measured spectrophotometrically
at 37 °C according to the method of Miller at 540 nm.

The PAGE of the purified enzyme showed one activity band corresponding to 130,56
kDa molecular weight. SDS-PAGE showed that the enzyme was an monomer
composed. The optimum temperature of enzyme was determined between at 35°C-
65°C. The optimum pH of Hypocrea jecorina pullulanase was changed according to
substrate. The optimum pH was found at 6.5 for amylopectin or pullulan; at 5.0 for
starch. The activation energy of the reaction catalyzed by the enzyme was calculated
as 0.6178 kcal.mol™. The affinity of the enzyme against the amylopectin, starch and
pullulan was investigated. Km values were for amylopectin, starch and pullulan 10.7
mg/ml, 15.5 mg/ml ve 38.4 mg/ml, respectively. Vmax values were for amylopectin,
starch, and pullulan 3.3145 AA/min, 3.3211 AA/min ve 3.818 AA/min, respectively.
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Enzimler canh hiicrelerde olusan ve organizmadaki tim reaksiyonlarin ¢cok yumusak

kosullarda gergeklesmesini saglayan ve bunlari diizenleyen biyolojik katalizorlerdir [1].

Enzimler, dogal ortamlari disinda yeterli kosullarin saglanmasi durumunda, etkilerini
gostermelerinden dolayi pek cok alanda kullanilirlar. Enzimlerin uygulama alanlarinin
her gecen giin artmasi enzimlerin daha ekonomik, daha etkin tekniklerle Gretilmesini
daha da onemli kilmistir. Endistriyel boyutlarda enzim dretimine son vyillarda
baslanmistir. Bu nedenle biyik oOlcekli enzim (retim tesislerinin kurulmasi ve
optimizasyonu calismalari  son vyirmi vyildan beri gindemdedir. Enzimlerin
aminoasitlerden kimyasal sentezleri teorik olarak mumkin olsa da pratikte
uygulanabilirligi cok sinirli olup ekonomik degildir. Bugiin ticari olarak satilan tim

enzimler biyolojik kaynaklardan izole edilmektedir [2].

Gunlimuzde endistriyel alanda kullanilan enzimler genel olarak mikroorganizmalardan
elde edilmektedir. Bununla birlikte ¢cok az bir kismi da bitkisel ve hayvansal kaynakh
olarak saglanmaktadir. Enzim kaynagi olarak mikroorganizmalarin tercih edilmesinin
nedenleri; yan Urin olusturmalarinin az olmasi, mikroorganizmalarin ¢ok hizli biyime
ve Ureme glcleri nedeniyle aktivitelerinin yiksek olmasi, fermantasyonun kisa stirmesi
ve fermantasyon ortamlarinin hazirlanmasindaki maliyet disikligla yizinden biyik
Olcekteki fermantasyon islemlerinin daha ekonomik olmasi, daha kararli olmasi, yiksek

oranlarda ve saflikta Uretilebilmeleridir [3-4].
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Bu mikroorganizmalar yalnizca lGretme yeteneklerine gore degil mikroorganizmalarin
toksik ve patojen olmamasina gore de secilmektedir. Bugiin endistride kullanilan
bircok enzim mikrobiyal kokenli oldugu icin endistriyel enzimlerin eldesinde

mikroorganizma kullanimi artmistir [4].

Mikroorganizmalardan elde edilen enzimlerin tim dinya genelinde yillik kullanim
oranlarina bakildiginda %25 alkalin proteaz, %21 diger proteazlar, %18 amilaz, %10
renin, %3 tripsin, %3 lipaz ve %10 diger karbonhidrat parcalayan enzimler (seliilaz ve
ksilanaz gibi), %10 kadar ise analitik ve farmasotik enzimlerin oldugu seklinde bir

dagilim belirlenmistir [5].

1.2 Tezin Amaci

Pullulanazlar; nisasta, amilopektin ve diger oligosakkaridlerdeki, a-(1,6) ve/veya a-(1,4)
glikozidik baglarini hidrolizleyen, dallanmayl bozan enzimlerdir. Glukoz ve maltoz
suruplarinin Gretimi icin nisasta isleme endistrisinde diger amilolitik enzimlerle (a-
amilaz, B-amilaz, glukoamilaz) birlikte kullanilan endistriyel bakimdan o6nemli
enzimlerdir. Pullulanazlarin kullanildigi hidroliz, oldukca hizli olmasindan dolayi tercih
edilmektedir. Bu nedenle pullulanazlar yiksek endistriyel éneme sahip enzimlerdir.
Ayrica karbonhidratlarin yapi tayini calismalari icin yararli bir arac olarak da son yillarda

blyik 6nem kazanmislardir [6-10].

Hypocrea jecorina pullulanazi ile ilgili calismalara literatirde rastlanmamistir. Bu
calismada, nisasta sakkarifikasyonu icin yeni bir pullulanaz kaynagi olarak, bu kif
secilmistir. Pullulanazin elde edilmesi, saflastirilmasi, enzimin kinetik 6zelliklerinin
incelenmesi ve nisastanin sakkarifikasyonunda kullanilmasi amaclanmistir. Yeni bir
pullulanaz kaynagi olarak Hypocrea jecorina’nin kullanilabilmesi ve bu mikrobiyal
kaynaktan pullulanazin izole edilmesi ile ekonomik acidan o©nemli bir kazang

saglanabilecektir.

1.3 Hipotez

Gunlimuzde nisasta sakkarifikasyonunda kullanilan enzimlerin neredeyse hepsi genetik

olarak modifiye edilmis mikroorganizmalardan saglanir. Mikrobiyal fermantasyonlar
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kontrollii fiziksel ve kimyasal o6zelliklerinin yani sira sabit maliyet ve mevsimsel
degisikliklerden bagimsiz olma yonlyle polisakkarid Gretimi (izerine essiz avantajlar
sunar. izole edilmis enzimler kendilerini iceren mikroorganizmalara cogu kez tercih
edilmektedirler. Clinkii izole enzimler daha spesifik olarak etki etmekte, potansiyelleri

daha iyi standardize edilmekte, satis ve saklama icin kolaylklar saglamaktadir.

Filamentli kif mantarn Hypocrea jecorina, Trichoderma reesei anamorfudur.
Biyoteknolojik olarak genis miktarlarda, karbonhidratlari parcalayan enzimleri
salgilayan Hypocrea jecorina, endistride selilolitik ve hemiseliilolitik enzimlerin

Uretiminde kullanilan bir kiftar [11].



BOLUM 2

MiKROORGANIZMALARIN SINIFLANDIRILMASI VE GENEL OZELLIKLERI

Mikroorganizmalar, ciplak gozle gorilemeyecek kadar kiiciik ve tek hiicreli canhlardir.
insanlar, hayvanlar ve bitkilerle birlikte ve ayrica bunlarin disindaki cevrede ¢ok yaygin
olarak her yerde bulunurlar. Bakteriler, mayalar, kifler, algler ve protozoa temel
mikroorganizmalardir. Sapkali mantarlar, yosunlar ve likenler de mikroorganizmadir
fakat bunlar da farklilasmis hiicreler ve/veya birlesmis hicreler oldugu icin bitkilere

benzeyen goriinime sahiptirler.

Yapilarina bakarak mikroorganizmalarin {¢ blyldk grupta toplanmalari uygun
bulunmaktadir. Birinci grupta hiicre yapilari bitki ve hayvan hiicreleri yapisina benzerlik
gosteren mikroorganizmalar yer alir. Bunlara gercek cekirdekli anlamina o6karyotik
(eucaryotae) mikroorganizmalar adi verilir. Baslangicta mikroorganizmalari bitkiler ve
hayvanlar evrenleri disinda ayri bir evren olarak géstermek icin kullanilmis olan protista
terimi  bu  &karyotik  mikroorganizmalar icin  kullanilmaktadir.  Okaryotik
mikroorganizmalar grubuna algler, protozoa, mantarlar girer. Mikroorganizmalarin
ikinci grubunda daha basit bir hiicre yapisina sahip olan mavi-yesil algler (Cyano
bacteriae), bakteriler ve yapilari prokaryotlarla Okaryotlar arasinda bir gecis yapisi
gOsteren archaebacteria bulunur. Bu gruba prokaryotlar (procaryotae) denir.
Mikroorganizmalarin l¢linci grubunu bir hiicre yapisi gostermeyen ve tek baslarina
metabolizma aktiviteleri bulunmayan virlisler olusturur [12]. Baslica mikroorganizma

gruplari Sekil 1. 1'de gorilmektedir.
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|
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Sekil 1. 1 Baslica mikroorganizma gruplari
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Diinyada 500000-6000000 arasinda farkl tiirde mikroorganizma oldugu sanilmaktadir.
Gunlimuze kadar bunlarin %5’inden daha azi oldugu kabul edilen 3500 bakteri, 90000

fungi (maya, kif, sapkali mantar), 100000 protist (alg ve protozoa) tanimlanabilmistir.

Siniflandirmani amaci, yeryizinde bulunan canhlar, akrabalik iliskilerine gore
gruplandirmak ve bu sayede de dizenli bir sistem icinde ¢alisiimasini kolaylastirmaktir.
Bu amaca hizmet veren bilim dal ise "Sistematik" veya "Taksonomi" olarak bilinir.
Gunlmuzdeki siniflandirmanin mantiginda asil dayanak, akrabalik dereceleridir. Ancak
buna ek olarak vicut simetrisi, vicut bosluklarinin tipi, embriyonik gelisim evreleri,
ortak kokenden gelen lyeler (kol, bacak, kanat gibi), iskelet tipi ve sekli, sindirim
sisteminin tipi, larva durumlari ve eseysel ozellikler gibi baska karakterlerden de
yararlanilir.

Canlilar aleminde gecerli olan esas taksonomik gruplar biylikten kiicige dogru su
sekildedir:

Regnum, Kingdom (alem), Divisio (boliim), Phylum (sube), Classis (sinif), Ordo (takim),

Familia (aile/familya), Genus (cins) ve Species (tur).

2.1 Mantarlar

Mantar (fungus), sapkall mantarlarin vyani sira mayalar ve kifler gibi
mikroorganizmalari iceren Okaryotik organizmalarin blyilk bir grubunun bir Gyesidir.
Mantarlar (fungi), bitkiler ve hayvanlardan ayri olan bir dlem olarak siniflandirihir [13].
Fungal hiicre duvari, glukanlar ve kitinden yapilmistir. Glukanlar bitkilerde, kitin ise
eklembacaklilarin dis iskeletlerinde bulunmaktadir. Mantarlar hiicre duvarinda bu iki
bileseni birlikte bulunduran tek organizmadir. Bitkilerin aksine fungal hiicre duvarn
seliloz icermez [14]. Genetik calismalar, mantarlarin bitkilerden ¢ok hayvanlara daha
yakin oldugunu gostermesine ragmen; biyoloji bolimi botanigin dali olarak sayilan ve

mikoloji olarak adlandirilan mantar ¢calisma alanini tahsis etmistir.

Bircok mantar cok kiiclik oldugu icin ve topragin icinde, 6li materyalin (izerinde ve
bitkilerin, hayvanlarin ve diger mantarlarin simbiyontlari olarak gizli yasam bicimleri
nedeniyle goriinmezdir. Mantarlar, sapkali mantarlar veya kifler gibi meyve

verdiklerinde fark edilebilir hale gelirler.



Mantarlar organik maddelerin ayristinimasinda yasamsal bir rol gerceklestirirlerken;

besin zincirinde ve transferinde de 6nemli rollere sahiptirler.

Mantarlar alemi, cesitli ekolojileri ile smifinin asin cesitliligini, yasam donglsi
stratejilerini ve morfolojilerini kapsar. Mantarlar aleminin gercek biyocesitliliginin cok
azi bilinmektedir. 1,5 milyon civarinda tiriin oldugu tahmin edilirken bunlarin resmi
olarak sadece %5’i siniflandirilmistir. Mantarlar, 18. ve 19. ylzyillarda Carl Linnaeus,
Christian Hendrik Persoon ve Elias Magnus Fries’in taksonomik calismalarindan beri
mantar morfolojilerine (mikroskobik goriiniimleri veya spor renkleri gibi karakteristik
ozellikleri) veya fizyolojilerine gore siniflandirilmistir. Molekiler genetikteki gelismeler
taksonomide anonim olan DNA analizleri icin yeni bir yol acarken; bazen morfoloji ve
diger Ozelliklere dayanan tarihi gruplandirma ile catisir. Son on yilda yayimlanan
filogenetik calismalar mantarlar aleminin siniflandiriimasinin yeniden sekillenmesine
yardimci olmustur. Buna goére mantarlar alemi bir alt alem, yedi sube ve on alt subeye

bolinmustr.

2.1.1 Mantarlarin Fizyolojik Ozellikleri

Mantarlarin hiicre duvarlarinda kitin ve seliloz karakterinde maddelerin bulunmasi,
bunlarin sirekli degisen ve cok cesitli olan ¢evre kosullarina uymalarinda ¢ok yardimci
olurlar. Ornegin mantarlar, bakterilerin dayanamayacaklari kadar yiiksek
konsantrasyondaki seker (%50) sollisyonuna direng gosterirler. Bu nedenle, recel ve
joleler mantarlar tarafindan kolayca kontamine edilebilirler. Ancak, bazi mantar

turlerinin de %15 seker yogunlugunda tGremelerinde sinirlanma olusmaktadir.

Mantarlar genellikle diistik pH derecelerinde bile kolayca Ureyebilir ve boyle ortamlara
adapte olabilirler. Bu sebeple, mantarlarin minimum ve maksimum pH degerleri 2-11
arasinda degisebilir. Asit karakterdeki meyveler veya meyve sulari (6zellikle, domates,
portakal, limon, greyfurt, mandalina, vs.) buzdolabi isisinda olsalar bile mantarlarin
Uremeleri icin iyi bir ortam olustururlar. Hatta bazi tirler, 1 N asetik asit ve 2 N silfiirik
aside direnclidirler. Bunlara karsin, mantarlarin tirlerine gore degismekle birlikte,
optimum pH'lari, Greme ve cesitli metabolit sentezi ile paralellik gostermeyebilir. Buna,
diger cevresel kosullarin ve Greme ortaminin yapisinin da buylk etkisi bulunmaktadir.
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insan ve hayvanlarda hastalik olusturan mantarlarin (patojenik mantarlar), tredikleri

bolgelere ait pH degerleri, genellikle, kendileri icin optimum olmaktadir.

Nem, mantarlarin Gremelerinde ¢ok 6nemli faktorlerden birini olusturmaktadir. Yiiksek
orandaki nem, genellikle, Greme (zerine olumlu etkide bulunur. Nem azaldikca,
mantarlarin cogalmalari da sinirlanmaya baslar. Mantarlarin neme olan gereksinmeleri,
turler arasinda degisiklik gOsterir. Bazi mantar tirleri, relatif nemi %10-15 arasinda
bulunan ortamlarda veya suyu cok azalmis olan kuru tanelerde lireme yetenegine
sahiptirler. Patojenik mantarlarin, 06zellikle dermatofitlerin insan veya hayvan
vicutlarinda yerlesebilmesi ve hatta hastalik olusturabilmesi icin nem yine 6nemli bir
faktordir. Eger deri, su ile islanmis ise mantarlarin yerlesmesi ve Gremesi daha kolay

olmaktadir.

Mantarlarin Greme sicaklik degerleri oldukca genistir ve tiirler arasinda farklar gosterir.
Bu sinirlar, 0°-60°C arasinda degisebilmektedir. Hifler, maksimum sicaklik degerlerinin
disinda kolayca 6lmelerine karsilik, sporlari yiiksek sicakliga ve degisik cevre kosullarina
cok fazla dayaniklik gosterirler. Buzdolabi sicakhginda reyebilen ve gidalarin
Uzerinde olanlar ise 60°C nin Ustilinde gelisebilirler. Ancak optimum sicaklik, Greme icin
en uygun olanidir. Patojenik mantarlar icin optimum sicaklk, Gzerinde veya icinde
Uredikleri canlinin sicaklik derecesi olarak kabul edilmektedir. Ancak, deride lokalize
olan mantarlar dis ortamla da temasta bulunduklarindan optimum sicaklik, cevrenin
sicakhgi ile bir yakinlik gostermektedir. Bu nedenle, dermatofitler icin optimum lreme
sicakhgi 20-25°C'ler arasindadir. Mantarlar, Greme sicakhgi derecelerine gore baslica 3
kisma ayrilirlar. Soguk sevenler (psikrofilikler), genellikle 0° ile 15°C'ler; ilik sevenler
(mesofilikler), 15° ile 40°C'ler arasinda ve sicak sevenler (termofilikler) ise 40°C'den
yukarida Ureyebilme kabiliyetine sahiptirler. Cok fazla soguk, mantarlarin

muhafazasinda kullaniimaktadir. (-)195°C'de mantarlar uzun sire canh kalabilirler.

Mantarlar, genellikle, aerobik karakter tasirlar ve oksijenin bulundugu ortamlarda
gelisirler ve Urerler. Bu nedenle, havada bulundugu oran kadar oksijen, Gireme igin

gereklidir. Oksijenin azligi (mikroaerofilik kosullar) Giremeyi ve gelismeyi sinirlar.



Mantarlarin Gremeleri icin 1sik, gereksinme duyulan onemli bir faktér degildir. Isik
olmadan da kolayca gelisebilirler. Patojenik mantarlar da direkt 15tk olmadan
Ureyebilme yetenegine sahiptirler. Direkt glines isinlari, iremeyi ve gelismeyi sinirlar.
Ultraviyole 1sinlar fungistatik bir etkiye sahip olmasina karsin iyonize isinlar

oldirebilirler (fungisid).

Mantarlarin klorofilleri olmadigi icin fotosentez yapamazlar. Bu nedenle gida
gereksinimlerini disardan karsilamak zorundadirlar. Bazi mantarlar basit yapidaki
ortamlarda (minimal ortam) gelisebildikleri halde, digerlerinin iremeleri ve gelismeleri
icin inorganik (C,H, O, K, P, N, S, Fe, Mn, Mo, Cu, Zn, Ca, vs.) maddelere ve 6zel lretim
faktorlerine (tiamin, biotin, vitamin B6, pantotenik asit, inositol, riboflavin, vs.)
ihtiyaclari vardir. Mantarlarin karbon kaynaklarini, genelde karbonhidratlar, alkoller,
organik asitler ve proteinler olusturmaktadir. Azot kaynagi icin amonyum tuzlari,
sitratlar, proteinler, pepton, peptid, aminoasit, lre, vs.den yararlanirlar. Bazi tiirler de
amonyak ve nitrati bu amac icin kullanirlar. Mantarlarin bazilari kendilerine gereken
vitamin veya diger gerekli maddeleri sentez edebilme kabiliyetine sahiptirler. Patojenik
mantarlardan bir kismi icin tiamin, inositol veya biotin (iremeyi artirici veya tretme
faktori olarak énemlidir. Ornegin Trichopyton equinum tremesi icin nikotinik asit, T.
megnii icin de L-histidine gereksinim duyulur. Tiamin, T. tonsurans 'in Giremesini artirir.
Patojenik mantarlari Gretmek ve izole etmek icin, laboratuvarlarda, bilesiminde cesitli
inorganik ve organik maddeler bulunan besi yerleri kullanilmaktadir. Bunlar arasinda
en fazla Sabouraud dekstroz agar, Brain-heart infusion kanli agar, Czapek agar, Patates

dekstroz agar sayilabilir.

Mantarlarin bazilari kuvvetli enzimler sentezleyerek bunlarin araciligi ile cevredeki gida
maddelerini ayristirir ve bunlardan yararlanirlar. Bu enzimler genellikle proteaz,
karbonhidraz, niikleaz, hidrolaz ve lipaz karakterindedirler. Bazi mantarlar da birden
fazla enzim sentez edebilmektedirler. Ornegin Aspergillus niger (amilaz, sellobiyaz,
katalaz, lipaz, proteaz, maltaz, vs.) ve A. oryzae (amidaz, amilaz, katalaz, lipaz, proteaz,
maltaz, vs.) ve Penicillum camamberti (amidaz, laktaz, lipaz, maltaz, proteaz, niikleaz,

vs.) gibi.



Mantarlar, toprak veriminin saglanmasinda, peynirlerin olgunlasmasinda ve bazi
onemli endistri Griinleri elde edilmesinde ¢ok bilyik yararlar saglarlar. Organik asitler
(asetik, formik, fumarik, gallik, glukonik, laktik, malonik, sitrik, oksalik asitler ve
digerleri), alkoller (alkol, gliserol, eritritol, mannitol, vs.), enzimler (amidaz, amilaz,
invertaz, lipaz, proteaz, maltaz, vs.), pigmentler (aleoamodin, auratin, beta karoten,
aspergillin, vs.), polisakkaridler (glikojen, reguloz, nisasta, vs.), steroller (kolesterol,
ergosterol, fungisterol, fitosterol, vs.), antifungal maddeler (griseofulvin, mikostatin,
nistatin, vs.), antibiyotikler (penisilin, eritromisin, sikloserin, sefalosporin, kanamisin,
streptomisin, vs.) ve diger bircok onemli maddeler (vitaminler, proteinler, ergot
alkaloidleri, lipidler, toksin ve diger toksik substanslar) bu Uriinlerin arasinda yer

alirlar.

Mantarlar insan gidasi olarak da kullanildiklarindan, beslenmede 6zel bir yerleri vardir.
Bu amacla, zehirsiz tlirde mantarlar Gretilmekte ve yemek olarak kullanilmaktadirlar.
Mayalardan ekmek yapimina ve ickilerin fermantasyonunda (bira, sarap, viski, vs.) da
blyuk yararlar elde edildigi gibi bazi peynirlerin (Roquefort, Camemberti, Gorgonzola,
Stilton, vs.) olgunlasmasinda da 6nemli gorevler yaparlar. Ayrica, maya hiicrelerinin
sentezledigi vitaminler (tiamin, riboflavin nikotinik asit, pentotenik asit, biotin,
pridoksin, vs) de insan ve hayvanlarda kullanilan medikal dnemleri olan maddeler

arasindadir.

Mantarlarin sentezledikleri ve sekonder metabolitlerden olan toksinler (mikotoksinler)
insan ve hayvan sagligl icin biylk tehlike gostermektedirler. Bunlar arasinda A.
flavus'un ve diger mantarlarin sentezledikleri aflatoksin karacigerde kanser olusturacak
etkiye sahiptir. Ayrica, rubratoksin, okratoksin, fusariotoksin ve diger toksik maddeler

de cesitli mantarlar tarafindan olusturulurlar.

Mantarlar, meyve, sebze, agac¢ govdelerinde, depolardaki cesitli tanelerin ve diger
gidalarin da lzerinde veya icinde (ireyerek bunlarin bozulmalarina, degerlerinin ve

kalitelerinin dliismesine neden olurlar [15].
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2.1.2 Mantarlarda Ureme

Mantarlar, sporlanma (sporulasyon) ile eseysiz (asekstiel) ve eseyli (seksiel) olarak
Ureme yetenegine sahiptirler. Miselyumlar olgunlasir ve yeterince gida depo ederse
veya cevresel kosullar sporlanmaya uygun ise hiflerden cesitli sekillerde sporlar
gelisirler. Sporlar, olgunlastiktan sonra hiften ayrilarak serbest hale gelir ve uygun
ortam ve kosullarda cimlenerek kendi tirine 6zgli mantari olustururlar. Mantar
sporlari ¢cok degisik bicim ve gorinime sahiptirler. Bu 06zellik, mantarlarin
siniflandiriilmasinda da olduk¢a yardimci olur. Mantar sporlari, degisen cevre
kosullarina ¢ok dayaniklidirlar. Bu nedenle dogada uzun vyillar canli ve bulasici olarak

kalabilirler.

Sporlarin icinde, seksliel veya aseksiiel (ireme sonucu olusan bir veya birden fazla
cekirdek bulunur. Karada yasayan mantarlarin sporlari etrafinda kalin bir spor
muhafazasi (epispor) vardir. Bu tabakanin altinda protoplasmayi cevreleyen endospor
yer alir. Bazi mantar sporlarinda da, sporu en distan saran baska bir tabaka (perispor)
daha bulunabilmektedir. Sporlarin sitoplazmalarinda c¢ekirdek, vakuoller, lipid
grandlleri ve bir mantarin olusumuna yetecek miktarda diger inorganik ve organik
molekiller vardir. Cimlenme (germinasyon, filizlenme) sirasinda, sporlar su alarak
siserler, disardan yeterince su ve gerekli diger maddeleri alirlar ve sonra buradan disari
dogru bir jerm tlpl uzanir. Bu tip uygun ortamlarda hizla geliserek ve bliylyerek

kendi turine 6zgl hifleri ve bunlardan da diger cogalabilen hifleri meydana getirir [15].

2.1.3 Mantarlarin Endiistride Kullaniimasi

Mantarlar, esansiyel ve esansiyel olmayan aminoasidleri icerdikleri icin besin ve yem
olarak cok besleyicidirler. Mantarlar, cok eski zamanlardan beri beslenme kaynagi
olarak ve fermente iceceklerde yaygin olarak kullanilmaktadir. Dogrudan gida kaynagi
olarak (sapkali mantarlar ve yer mantarlari), ekmek ve diger unlu mamiller icin maya
olarak ve sarap, sake, bira, soya sosu gibi cesitli gida Urlinlerinin fermantasyonunda
kullaniimaktadirlar  [16-19]. 1940’lardan beri antibiyotiklerin  Gretimi icin
kullaniimaktadirlar. Bazi mantar tirleri farmakolojik olarak aktif uyusturucularin baslica
kaynagi olan metabolitleri Gretirler. Bu antibiyotikler, klicik peptidlerden sentezlenen
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B-laktam antibiyotiklerinin penisilinleri de iceren bir grubudur. Penisilin G gibi dogal
olarak olusan penisilinler biyolojik aktivitenin dar bir spektrumuna sahip olmasina
ragmen dogal penisilinlerin kimyasal modifikasyonu ile Uretilebilen diger penisilinler
daha genis bir spektruma sahiptir. Modern penisilinler baslangicta fermantasyon
kiltdrlerinden saglanan yari sentetik bilesiklerdi fakat daha sonra istenilen spesifik

ozellikler icin yapisal olarak degistirilmistir [20], [21].

Bakteri ve parazitler gibi patojenik mikroorganizmalar ile besin ve ortam icin aktif
miicadele icindeki mantarlar tarimda yabani otlari ve bitki zararlilarini kontrol etmek
icin biyolojik ajan olarak kullanilmaktadir. Ornegin bazi tirler; bdcekler, nematodlar,
yabani otlar, keneler ve uriin bitkilerinin hastalanmasina sebep olan diger mantarlar
gibi zararh bitki patojenlerinin blylmesini baskilamak ya da durdurmak icin
kullanilabilir [22]. Cogu mantar bitkilerin, mantarlarin, insanlar ile diger hayvanlarin
patojenidir [23]. Gida bozulmalari ve fungal hastaliklar sebebi ile olan kayiplar, insan

gida kaynaklari ve yerel ekonomiler lizerinde biylik etkiye sahiptir [24-28].

Bircok mantar tird bitkiler, insanlar ve hayvanlar icin toksik olan alkoloidler ve
poliketidler gibi mikotoksinler olarak adlandirilan biyoaktif bilesikleri Gretirler [29].
insanlar tarafindan tiiketilen findik ve musirlarin icinde veya (lizerinde biiyliyen bazi
Aspergillus turleri tarafindan dretilen, yiksek oranda kanserojen metabolitler ve
karaciger toksinleri olan aflatoksinler dikkate deger diger mikotoksinlerdir [30].
Mantarlar sitrik, glukonik, laktik ve malik asitler, antibiyotikler ve hatta taslanmis kot
pantolonlarin yapimi icin kullanilan endistriyel kimyasallar Gretmek icin yaygin olarak
kullaniimaktadir. Mantarlar ayrica biyolojik deterjanlarda kullanilan lipazlar [31],
amilazlar [32], selllazlar [33], invertazlar, proteazlar ve ksilanazlar [34] gibi endistriyel

enzimlerin kaynagidirlar.

Organik kimyada kullanilan metotlar ile gerceklestiriimesi cok gi¢ olan bircok
reaksiyonlarin uygun ve spesifik enzimlerle kolaylikla gerceklesmesi, enzimlerin canli
hicrelerden izole edilerek c¢esitli amaclar icin kullanilmasi fikrini dogurmustur.
Enzimatik islemlerin, geleneksel islemlere oranla daha az miktarda atik olusturarak
daha az cevre kirliligine yol agmasi, uygun ve ekonomik sartlarda gerceklestirilebilmesi

enzim kullanimini daha cazip hale getirmektedir. Mikroorganizma kokenli enzimlerin
12



biyoteknolojik islemlerle daha ekonomik bicimde (retimi ve suda c¢6zinmeyen
matrikslerle immobilize edilerek daha uzun siire kullanilabilmesi, mikrobiyal enzimlerin

endustriyel alanlarda kullaniimasindaki artis nedenleridir.

2.2 Hypocrea jecorina

Trichoderma reesei’nin anamorfu olarak bilinen Hypocrea jecorina (Ascomycota,
Hypocreales), filamentli, tropikal, yumusak ve clriikctl bir kifttr [35]. H. jecorina, ilk
olarak 2. Diinya Savas! sirasinda Solomon adalarinda Amerikan Ordusu tarafindan,
cadir ve parasit gibi pamuklu materyallerin yol actigi sorunlarin sebeplerinin
arastirilmasi sirasinda izole edilmis ve saflastirilmistir. H. jecorina, toprakta clrimis
agac Uzerinde ve bozunmus bitki maddesinde bulunmustur. Daha sonra dinya
Uzerinde cesitli yasam alanlarinda da izole edilmistir. [36]. Saflastirilan orijinal QM®6a
kiltarh T. viride olarak isimlendirilmis, ancak QM®6a kiltiriniin morfolojik olarak diger
T. viride yapilarindan farkli oldugu bulununca isim T. reesei olarak degistirilmistir. Bu,
bilim adamlar tarafindan yeni bir mantarsi yapi olarak kabul edilmis ve kalturd ilk
olarak saflastiran Elwyen T. Reese’den esinlenilerek isimlendirilmistir. ilerleyen
calismalarda, QM®6a kiltliriinin  baska bir Trichoderma tiri olan T.
longibrachiatum’dan ayri tutulamayacagi belirtilmistir. Son yapilan calismalarla T.
reesei’nin, iyi tanimlanmis bir Greme dongistine sahip olan H. jecorina’nin klonal bir
turevi oldugu kanitlanmistir. Dogada bitki liflerinde ve toprakta bulunur [37], [38]. H.
jecorina tarafindan salgilanan hidrolazlar; pulp ve kagit [39-41], gida ve hayvan yemi
[42-44), tekstil [45-47] endistrilerinin yani sira biyoyakit ve biyoenerji [48-50] gibi
endustriyel uygulamalarin genis bir alaninda kullanilir. Sekil 2. 1 ‘de T. reesei’nin
Ureme dongisi, Sekil 2. 2’de H. jecorina’nin makroskopik goriniimd, Sekil 2. 3'de ise

H. jecorina’nin mikroskopik gérinimu gosterilmistir.
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Sekil 2. 1 Trichoderma reesei’'nin Greme donglsi

Sekil 2. 2 Hypocrea jecorina’nin makroskopik gértinimu

Sekil 2. 3 Hypocrea jecorina’nin mikroskopik gériintimu
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BOLUM 3

ENZiM KAYNAKLARI VE ENZIMLERIN ENDUSTRIYEL ALANLARDAKi
UYGULAMALARI

Dogada bulunan enzimler peynir, bira, sarap, sirke ve maya olarak kullanilan eksi
hamur gibi gida Uriinlerinin Gretiminde ve deri, keten, civit gibi mallarin yapiminda
antik zamanlardan beri kullanilmaktadir. Bu islemlerin hepsi ya kendiliginden biylyen
mikroorganizmalar tarafindan Uretilen enzimler ya da buzagi iskembesi veya papaya
meyvesi gibi yapilarda ek olarak var olan enzimlerle gerceklestirilmistir [51].
Gunlimuzde ticari olarak uretilen ve kullanilan enzimler, basta mikroorganizmalar
olmak Uzere bitkiler ve hayvanlar tarafindan tretilmektedir. Bu enzimlerin Gretiminde
en blyldk pay mikroorganizmalara ait olup, yaklasik %901 bu organizmalarin
fermantasyonu ile saglanmaktadir Enzim Gretiminde mikroorganizmalarin bu kadar
yiksek bir paya sahip olmasi, Uretimi artirmak icin modifiye edilmis
mikroorganizmalarin  kullanimini  zorunlu hale getirmistir. Bu amacgla genetik
mihendisligi teknikleri ile rekombinant suslar gelistirilmis ve enzim Uretiminde

kullaniimaya baslanmistir.

3.1 Endiistride Kullanilan Enzim Kaynaklari

3.1.1 Hayvansal Kaynaklar

Hayvansal kaynakh enzimler genellikle tavuk yumurtalarinin beyazi, domuz midesi,
pankreas, gevis getirenlerin karin bolgesi gibi yenilebilen organlardan izole edilebildigi
icin insan yiyeceklerinin hazirlanmasinda da uzun zamandan beri kullanilmaktadir [52].
Hayvansal kokenli enzimlere ise pankreatik lipaz ve proteazlar, pepsinler, pregastrik
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esterazlar ve rennetler ornek olarak verilebilir. Bitkisel kokenli enzimlerin hayvansal
kokenli enzimlerin Gretiminde, kesim icin yetistirilen hayvanlari kontrol eden politik ve
tarimsal kuruluslarin izledikleri politikalar etkin rol oynamaktadir. Bircok llkede yerli
ticari hayvan popllasyonlarinin korunmasi, hayvanlarin ve hayvansal dokularin bir
Ulkeden digerine tasinmasinda kati kisitlamalarin uygulanmasina sebep olmaktadir.
Diger taraftan hastaliklarin (6zellikle viral hastaliklarin) hayvanlar ve hayvansal dokular
vasitasiyla bir lilkeden digerine yayilmasi blyik endiselere sebep olmaktadir. Bitiin bu
sebepler hayvan ve hayvansal Urin ticaretini oldukca kisitlamaktadir. Bitkisel ve
hayvansal kokenli enzimlerin Uretilmesinde karsilasilan bu sorunlar mikrobiyal kdkenli

enzimlere olan ilginin artmasini saglamistir [53].

3.1.2 Bitkisel Kaynaklar

Bitkisel kaynaklardan elde edilen biyoteknolojik enzimler, yenilebilir bitkilerden elde
edilebilmektedir. Toksik olmayan bu vyiyeceklerin kaynaklarinin  glivenirligi
dogrulanmistir. Bitkisel kokenli enzimlere o6rnek olarak; papain, bromelain, soya
fasulyesi lipoksijenazi ve tahil amilolitik enzimleri verilebilir. Bitkisel kokenli enzimlerin
artan talebe karsilik verebilmesi; toprak isleme etkinligi, gelisim donglisi ve iklim gibi
birka¢ faktore baghdir. Ayrica tarimsal etkinlikleri kontrol eden ulusal ve uluslararasi

politik kuruluslarin calismalari da 6nemli bir faktor olarak gortilmektedir [53].

3.1.3 Mikrobiyal Kaynaklar

Mikrobiyal enzimler 6zel mikroorganizmalar tarafindan uretirler. Bu mikroorganizmalar
yalnizca enzim Uretme yeteneklerine gore degil, ayrica mikroorganizmalarin toksik ve
patojen olmamasina gore de belirlenmistir. Gida, alkol, hayvan yemi, tekstil, dericilik,
kagit, deterjan, yakit ve daha pek ¢ok endistriyel alanda mikrobiyal olarak elde edilmis

enzimler kullanilmaktadir.

3.2 Mikrobiyal Fermantasyon ile Enzim Uretimi

Enzimi Uretecek mikroorganizma, genetik olarak istenen urinlerin asir Gretimi icin

islenmektedir. Fermantasyon isleminin optimizasyonu; besiyeri bilesimini, kiiltivasyon
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tipini ve islem durumlarini icermektedir. Bu islem hicrenin intraseliiler mihendisligi
kadar fazla c¢aba gerektirmektedir. Biyoislem miihendisi o6ncelikle c¢alismaya

baslamadan 6nce su sorulara cevap bulmalidir:
v'organizma giivenli mi veya ekstra korunma énlemlerine ihtiyag var my,

v'organizmanin ihtiyac duydugu besinler nelerdir, bu besinlerin optimum veya

ekonomik konsantrasyonu nedir,
v'besinler nasil sterilize edilmelidir,

v'ihtiyac duyulan reaktdriin cesidi nedir (kitle transferi, oksijenli, sogutmali, buhar

kontrolli),
v'8lciim icin gereken nedir ve islem nasil kontrol edilir,
v'organizma nasil kiiltive edilmelidir (kesikli, beslemeli ve siirekli kiiltivasyon),
v'optimal biiyiime kosullari nedir,
v'verim ve hacimsel verimlilik nedir,
v'reaktérdeki hiicre konsantrasyonu nasil arttirihir,

v'salgilanan driin hiicre disina nasil ¢ikarilir, eger Griin intraseliiler ise hiicre nasil

parcalanir,
v'ham materyallerin bazilari veya triinler organizmayi inhibe eder mi,
v'son olarak Uriiniin geri kazanimi, saflastiriimasi ve korunmasi nasil olmal
Tipik bir enzim (retim semasi Sekil 3. 1‘de goriilmektedir.

Endistriyel enzimlerin biiyik hacimleri 50-500 m* ik fermentérlerde tretilmektedir.
Ekstraseliiler enzimler (vakum filtrasyonu, separatorler veya mikrofiltrasyon yoluyla)
ultrafiltrasyon yoluyla hiicre uzaklastirildiktan sonra geri kazanilmaktadir. Eger gerek
duyulursa saflastirma iyon degistirme veya jel filtrasyonu ile gerceklestirilmektedir. Son
arin ya tuzlar veya polioller gibi koruyucular katilarak sivi halde konsantre edilerek

veya alternatif olarak kurutularak graniller halinde elde edilmektedir.
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Sekil 3. 1 Enzim Uretim semasi [53]

3.3 Enzimlerin Endistriyel Alanlarda Kullanimi

Enzimler; deterjan, tekstil, gida, icecek, kagit gibi cesitli endistriyel alanlarda

kullanilmaktadir.

Deterjanlar, mikrobiyal enzimler icin ilk genis Olcekli uygulama alani olmustur.
Bakteriyal proteazlar hala en Onemli deterjan enzimleridir ve deterjanlarin
performansini yiikseltmek icin optimize edilmektedir. Bu enzim dislik sicakliklarda
deterjanin etkin olmasini saglamakta ve bu sekilde enerji tasarrufuna da yardimci
olmaktadir. 80’lerin sonlarinda toz ve sivi deterjanlarin (retiminde lipid parcalayan
enzimler kullanilmistir. Pazardaki en 6nemli lipaz Humicola Ilunuginose’den elde
edilmistir. Bu enzimin blyik 6lcekte lretimi Humicola geninin klonlanmasindan sonra
Aspergillus oryzae tarafindan yapilmaktadir. Amilazlar deterjanlarda nisasta bazli
lekelerin ¢ikarilmasi icin kullanilmaktadir. Amilazlar, tekstil lifleri Gzerine yapismaya ve
diger leke Dbilesenleri ile baglanmaya meyilli olan jelatinlesmis nisastayi
hidrolizlemektedir. Seltlazlar, 1990’larin basindan beri renk parlatici ve yumusatici
olarak deterjanlarda kullaniimaktadir. Bazik seliilazlar Bacillus suslari tarafindan; notr

ve asidik seltlazlar ise Trichoderma ve Humicola kiifleri tarafindan tretilmektedir.
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Nisasta endistrisinde mikrobiyal enzimlerin genis 6lcekli uygulamasi nisasta parcalayan
enzimlerin kullanimi ile olmustur. a- amilaz yiksek sicaklikta a- (1,4) bagh glukoz
polimerlerini kisa oligomerlere parcalar. Sivilastirma denilen bu adimi bakteriyal
enzimler gerceklestirmektedir. Sakkarifikasyon denilen diger adimda ise glukoamilaz,
oligomerleri glukoza hidrolizler. Bunu da a- amilazdan daha disik pH ve sicaklikta
calisan fungal enzimler gerceklestirmektedir. Bazen pullulanaz gibi dallanmayi bozucu
enzimler, glukoz verimini arttirmak icin eklenmektedir. Disakkarid maltozun Gretimi
icin kullanilan B- amilaz arpa tanelerinden elde edilmektedir. Maltoz suruplari kek ve

mesrubat yapiminda kullaniimaktadir.

Alkol endistrisinde enzimler, nisastadan fermente edilebilir seker Gretmek igin
kullaniimaktadir. Gectigimiz yillarda cevresel endiselerin ¢ogalmasi ve ham petrol
fiyatlarinin yikselmesi sonucunda fuel alkole olan ilgi artmistir. Bu yizden, fosil
yakitlarla miicadele edebilecek biyo-etanol lretmek icin enzimlerin gelistirilmesi

yolunda yogun cabalar sarf edilmektedir.

Enzimlerin gida sektoriinde kullaniminin ilk 6rneklerini fermente likér, malt ve kepek
hazirlanmasi, UzUim suyundan sarap (lretimi, papain enzimi ile etlerin
gevreklestiriimesi, ekmek vyapimi ve kiflerin farkli fermente gida yapiminda
kullanimlari olusturmaktadir. Sit Grlinleri ve peynire olan talebin karsilanabilmesi icin
mikrobiyal proteazlar, hayvansal kaynakllarin yerine kullanilmaya baslanmistir.
Mikrobiyal peynir-yogurt mayasi (rennet) 6zellikle Mucor miehei, M. pussillus ve E.
parasitica’dan elde edilmektedir. Aspergillus ve Mucor tirii mantarlardan elde edilen
asit proteazlarin termofilik olanlari peynir Uretiminde kullaniimaktadir. Aspergillus
proteazlari soya soslarinin hazirlanmasinda, et artiklarindan ve baliktan protein
hidrolizatlari hazirlanmasinda genis olclide yaralanilmaktadir. a-galaktozidaz, seker
fabrikalarinda verimin artirilmasinda; B-galaktozidaz (laktaz) ise sutteki ve peynir alti
suyundaki laktozun hidrolizlenmesinde kullanilmaktadir. Laktaz, laktozu glikoz ve
galaktoza parcalayan bir enzimdir ve gida endistrisinde laktozca zengin olmayan
Urlnlerin hazirlanmasinda kullanilmaktadir. Laktazlar genellikle Kluveromyces lectis ve
K. fragilis gibi mayalardan veya A. niger ve A. oryzae gibi mantarlardan ekstrakte

edilmektedir. Etin gevreklestiriimesinde papain, bromelin ve fisin gibi bitkisel
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proteinazlar kullaniimaktadir. Bu enzimler, bag dokuyu ve kas proteinlerini

parcalamaktadirlar.

Ekmek endistrisinde enzimlerden; kalitesinin  gelistiriimesi, bayatlamanin
geciktirilmesi, hamur olusumu gibi alanlarda yararlaniimaktadir. Ekmegin kalitesini
arttirmak ve raf omriini uzatmak icin a- amilazlar ile ¢calisiilmaktadir. Bu amacla hem
fungal hem de bakteriyal amilazlar kullaniimaktadir. Doz asimi hamurun yapiskan
olmasina yol acgabilir. Bu yiizden eklenen miktar dikkatli bir sekilde kontrol edilmelidir.
Diger katki maddelerini azaltmak istendigi icin enzimlerin hamur ve ekmek kalitesi
Uzerindeki etkileri incelenmektedir. Nisastaya ek olarak un, daha az miktarda
arabinoksilan ve arabinogalaktan gibi hemiselilozlar, glukanlar ve seliiloz icermektedir.
Ksilanazlarin kullanimi su absorplamayi azaltir ve boylece firinlamada eklenen su
miktarini dislrdr. Bu da daha dayanikh hamur elde edilmesini saglar. Proteazlar,
hamurun elle islenmesi 6zelliginin gelistiriimesi icin eklenmektedir. Glukoz oksidaz,
kimyasal oksidanlarin yerine; lipazlar ise glutenin gliclendirilmesi icin kullanilmaktadir.

Boylece daha dayanikli hamur ve daha iyi ekmek kalitesi elde edilmektedir.

Hayvan yemi endistrisinde enzimleri kullanmak icin yapilan calismalar 80’lerin basinda
yogunlasmistir. ilk ticari basari arpa bazli yem diyetleri icerisine B- glukanazin
eklenmesi olmustur. Arpa, tavuk bagirsaginda yiksek viskoziteye sebep olan B- glukan
icermektedir. Bugday bazli diyetlerde, enzimler daha sonra denenmistir. Yapilan
calismalarda ksilanazlar, bugday bazl pilic yemine katildiginda metabolize edilebilen
enerjiyi %7-10 arttirdigi icin en etkin enzim olarak bulunmustur. Hayvan yemine enzim
eklenmesi besinlerin absorpsiyonunu yiikselten viskoziteyi dilsirmekte; hem
parcalanamayan liflerin hidrolizi yoluyla ham de bu liflerin bloke ettigi besinleri
kurtarmak yoluyla besinleri serbest birakmakta ve diski miktarini azaltmaktadir. Bitki
esasli yem materyallerinde yaygin bir bilesik olan fitik asitten fosfati serbest birakan bir
fosfoesteraz olan fitazin net etkisi diskida fosforu diistirmesidir. Bunun sonucunda da
cevresel kirlenme de azalmaktadir. Yemde fitazin kullanimi yem diyetine fosforun

eklenmesi ihtiyacini azaltmaktadir.

Enzimlerin icecek endustrisinde bircok uygulamasi vardir. B- galaktozidaz (Laktaz), sut

endustrisinde sit sekeri laktozunu glukoz ve galaktoza ayirmak icin kullaniimaktadir. Bu
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islem, laktoz intoleransi olan tiketicilerin kullandigi sit Urdnleri icin yapilimaktadir.
Enzimler, meyve suyu (lretiminde de kullanilmaktadir. Meyve hiicre duvari pektin,
hemiselliloz ve seliloz icermektedir. Pektinaz, ksilanaz ve seliilazin eklenmesi
meyveden, suyun serbest birakilmasini saglamaktadir. Ayrica pektinazlar ve amilazlar
meyve suyunun berraklastirilmasinda kullaniimaktadir. Mayalama yoluyla, bira gibi
ickiler yapmak icin enzimlerden faydalanilmaktadir. a- amilazlar, nisasta hidrolizine
yardimci olmak icin; B- glukanazlar, maltta var olan B- glukanlarin sebep oldugu
filtrasyon sorunlarini ¢6zmek icin; notral proteinazlar, proteinleri hidrolizlemek icin;
papain, o- amilaz ve B- glukanaz olgunlasma, filtrasyon ve depolama siiresince
bulanikhgr  kontrol etmek icin kullaniimaktadir. Lakkaz, meyve suyunun

berraklastiriimasi ve birada lezzet arttirimi icin kullanilmaktadir.

Tekstil endistrisinde enzimlerin kullanimi endistriyel enzimolojide en hizli gelisen
alanlardan biridir. Nisasta dokuma fabrikalarinda iplik dokuma Unitesine verilmeden
once nisasta pastasi ile muamele edilerek ipligin ylizeyi dizeltilir ve gerilmelere karsi
direnci arttirilir. iplik dokunduktan sonra kumas boyama ve agartma islemlerine
alinmadan énce nisasta kalintilarinin uzaklastiriimasi gerekmektedir. iste bu amacla
tekstil liflerine zarar vermedikleri icin o- amilazlar kullaniimaktadir. Kumasin
agartilmasi isleminde liflere ve makinelere zarar veren volkanik lava taslarinin yerine
seltlazlardan yaralanilmaktadir. Klorin esasl kimyasallarin yerine agartici ajanlar olarak
hidrojen peroksitler denenmektedirler. Hidrojen peroksidi yikan katalaz asiri peroksidi
parcalamak icin kullanilmaktadir. Beyaz cliriik¢iil kiflerden uretilen lakkazlar tim bitki
materyallerinde  bulunan aromatik polimer olan lignini parcalamak icin
kullaniimaktadir. Bakir iceren bir enzim olan lakkaz oksijen tarafindan yukseltgenerek,

boya pigmentleri gibi bircok farkli molekdl tiplerini parcalayabilir.

Kagit hamuru ve kagit endustrisinde bircok farkli enzimin uygulanmasi icin yapilan
calismalar son 20 yil siresince gerceklestirilmistir. 80’lerin basinda peroksidazlarin
lignini parcalamasinin kesfi ile calismalar hiz kazanmistir. Ksilanazlar, kdgit hamurunun
agartilmasinda kullanilmaktadir. Ksilanazlar, artakalan ksilani hidrolizleyerek lignin
parcaciklarini serbest birakmaktadir. Boylece klorin esasli agartici kimyasallara olan

ihtiyac azalmaktadir.  Geri dontsimden kazanilan selliloz lifinin kullaniminda
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mirekkebin uzaklastiriimasi 6nemli bir adimdir. Lif; su, ylizey aktif madde ve mirekkep
¢cOziicliler eklenerek %1 konsantrasyona seyreltilip karisim havalandirildiginda
mirekkep tanecikleri ylzeyde siriklenmektedir. Sellilazlarin eklenmesi mirekkep
uzaklastirma islemini kolaylastirmaktadir. Kagit yapiminda o6zellikle énemli bir katki
maddesi olarak kullanilan nisastanin modifikasyonunda enzimlerden
yararlaniimaktadir. Nisasta kagidin dayanikhligini, sertligini  ve silinebilirligini
arttirmaktadir. Amilazlarin eklenmesiyle nisasta slispansiyonu kati bir viskoziteye sahip
olmaktadir. Kizilcamin kagit hamurlari hammadde olarak kullanildiginda lipidlerden
olusan zift sorun yaratmaktadir. Kagit makinelerinde ziftin sebep oldugu problemler

lipazlar sayesinde ¢oziilmektedir.

Deri endustrisi, deri islemede proteolitik ve lipolitik enzimleri kullanmaktadir. Alkali
proteazlar, 1slatma asamasinda eklenmektedir. Bu enzimler, albimin ve globilin gibi
lifsiz proteinlerin uzaklastirilmasinda kullaniimaktadir. Bakteriyal alkali proteazlar ve
lipazlardan kil ve ylinlerin uzaklastirilmasi asamasinda yararlaniimaktadir. Boylece
islem daha cevre dostu bir ozellik kazanmakta (daha az atik su) ve deri kalitesi
artmaktadir (daha gticlli, daha temiz bir ylizey, daha az lekeli ve daha kaliteli bir deri).
Avyrica lipazlar ylin yaginin uzaklastiriimasi icin de kullaniimaktadir. Pankreatik tripsinin
kullaniimasiyla deriye yumusakhk ve esneklik kazandiriimakta ve bodylece deri

tabaklama icin hazir hale getirilmektedir.

Kisisel bakim Urlnleri enzimler icin yeni bir alandir. Proteinaz ve lipaz iceren enzim
sollsyonlari kontakt lens temizligi icin kullaniimaktadir. Hidrojen peroksitten, kontakt
lenslerin enfeksiyondan arindiriimasinda yararlanilmaktadir. Enfeksiyondan arindirma
isleminden sonra arta kalan hidrojen peroksit ise katalaz ile uzaklastirilabilir. Bazi dis
macunlari glukoamilaz ve glukoz oksidaz icermektedir. Bunu sebebi glukoamilaz, a-
amilaz tarafindan Uretilen nisasta bazli oligomerlerden glukozu serbest birakmakta ve
glukoz oksidaz da glukozu glukonik aside donistirmektedir. Ayrica protein pargalayan

enzim sollisyonlari protezlerin temizlenmesinde kullanilmaktadir [1], [51-53].

Enzimlerin endistriyel alanlardaki uygulamalari Cizelge 3. 1'de 6zetlenmektedir.
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Cizelge 3. 1 Cesitli endistriyel alanlarda ve onlarin uygulamalarinda kullanilan enzimler

Enduistri

Deterjan
(camasir ve
bulasik)

Nisasta ve yakit

Gida
(mandira dahil)

Firincihik

Hayvan yemi

icecek

Tekstil

Kagit ve kagit
hamuru

Deri

Kisisel bakim

Enzim

Proteaz
Amilaz
Lipaz
Seliilaz

Amilaz
Pullulanaz
Glukoz izomeraz
Ksilanaz

Proteaz
Lipaz
Laktaz
Pektinaz

Amilaz

Lipaz

Glukoz oksidaz
Proteaz

Fitaz

B- glukanaz
Ksilanaz

Amilaz
Lakkaz
Pektinaz

Seliilaz
Katalaz
Lakkaz
Peroksidaz
Lipaz
Amilaz
Seliilaz
Ksilanaz

Proteaz

Lipaz

Tripsin
Glukoamilaz
Glukoz oksidaz
Peroksidaz

Uygulama

Protein boya uzaklastirma

Nisasta boya uzaklastirma

Lipid boya uzaklastirma
Temizleme, renk aydinlatma, tortu
kalintisina karsi

Nisastanin sivilastirilmasi ve sakkarifikasyon
Sakkarifikasyon

Glukozu fruktoza donustiirme

Viskozite distirme (yakit ve nisasta)

Sit kesme, koku, lezzet
Kasar peyniri lezzeti
Laktoz uzaklastirma (sit)
Meyve esash Urinler

Ekmek yumusakligi ve hacmi, un ayari
Hamur kivami

Hamur yogunlastirici

Bisklviler, kurabiyeler

Fitatin hazmedilebilirligi, fosforun serbest
birakilmasi

Hazmedilebilirlik

Hazmedilebilirlik

Meyve suyu islenmesi, diisiik kalorili bira
Berraklastirma (meyve suyu), lezzet (bira),
Pektinin uzaklastiriimasi

Kot kumasi, pamuk yumusatma
Agartmayi sonlandirma
Agartma

Asiri boyayi uzaklastirma

Zift kontrolQ, kirlilik kontrolu

Nisasta kaplama, murekkep uzaklastirma
Mirekkep uzaklastirma, lif modifikasyonu
Kagit hamurunun agartilmasi

Alblimin ve globdlinin uzaklastiriimasi
Kil, yiin ve ylin yaginin uzaklastirilmasi
Derinin yumusak ve esnek hale getirilmesi

Antimikrobiyal (Glukoz oksidaz ile birlikte)
Agartici, antimikrobiyal
Antimikrobiyal
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BOLUM 4

PULLULANAZLAR

Genel olarak, pullulani parcalayan enzimler olarak tanimlanan pullulanazlar (pullulan-6-
glukanohidrolaz [EC 3.2.1.41], 13 glikozil hidrolazlarin a-amilaz ailesi olarak adlandirilan
bir aileye aittir. Bu enzimler hayvanlarda, bitkilerde, kiiflerde, mayalarda, G (+) ve G (-)
bakterilerde bulunmaktadir [54]. Son yillarda yapilan biyokimyasal calismalar pullulani
parcalayan enzimlerin hepsinin pullulanin yani sira nisasta, amilopektin gibi bazi
polisakkaridleri de parcalayabilecegini gostermistir. Pullulanazlar; nisasta, amilopektin
ve benzer oligosakkaridlerdeki a- (1,4) glikozidik baglarini parcalayabilme yetenegine
dayanilarak tip | veya tip Il (amilopullulanaz) olarak siniflandiriimistir. Tip | ve tip Il
pullulanazlarin her ikisi de pullulandaki a- (1,6) glikozidik baglarini kirar ve maltotrioz
birimlerinin aciga cikmasina sebep olur (Sekil 4. 1). Tip Il pullulanazlarin aksine tip |
pullulanazlar o- (1,4) glikozidik baglarini parcalayamazlar. Bitin pullulanazlarin

siklodekstrinleri parcalamakta yetersiz oldugu bilinmektedir [9], [10].

(i) Tip | pullulanaz; gercek pullulanaz, limit dekstrinaz, dallanmayi bozucu enzim,

amilopektin-6-glukanohidrolaz veya a-dekstrin 6-glukanohidrolaz olarak da adlandirilir.
Tip | pullulanaz, pullulan, nisasta, amilopektin veya benzer polisakkaridlerdeki 6zellikle
a-(1,6) glikozidik baglarini hidrolizleyen dallanmayi bozucu bir enzimdir ve hidroliz
drdnleri sirasiyla lineer oligosakkaridler ve maltotriozdur. Bu enzim ne amilozdaki a-
(1,4) baglarini ne de glikojen ve panozdaki a-(1,6) baglarini hidrolizler. ilk defa 1966’da
Wallenfels ve arkadaslari tarafindan Aerobacter aerogenes’nin bir kiltiirinden

(Klebsiella pneumaoniae) izole edilmistir [55]. Enzim daha sonra Streptococcus mitis,
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Bacillus no. 202-1 ve Klebsiella aerogenes W70 gibi birka¢c mikroorganizmadan daha

izole ve karakterize edilmistir [56], [57].

(ii) Tip I pullulanaz; pullulan veya dallanmis oligosakkaridlerdeki a-(1,4) glikozidik
baglarina ek olarak a-(1,6) baglarini da hidrolizler. Enzimin amilopektin {izerine etkisi
glukoz maltoz ve maltotrioz gibi kiicik sekerlerin olusumuna izin verir [56]. Tip Il
pullulanaz, protein icindeki aktif sitelerinin sayisina dayanarak iki alt gruba bollnebilir.
Termofilik anaeroblardan elde edilen amilopullulanazlarin ¢ogu tek bir aktif siteye
sahiptir. Diger yandan aerobik mikroorganizmalardan elde edilenler ise bir veya iki aktif

siteye sahiptir [58].

Wallenfels ve arkadaslari pullulanazin baslangicta hiicre ylzeyine bagh olarak
sentezlendigini, aktif ve substrat icin hazir oldugunu gézlemlemislerdir. Enzimin sentezi
pullulan, maltotrioz veya maltoz tarafindan tesvik edildigi goriilmustiir. Enzim blylme
donglsiinin ileri evrelerinde ortama birakilir. Bliyime ortaminda galaktoz ile glukozun

olusmasi pullulanazi inhibe eder ve hiicreye bagl olan enzim serbest kalir [59].

Yapilan bazi calismalar pullulan hidrolaz tipi enzimlerin varhgini da gostermistir.
Pullulan hidrolaz tip | (neopullulanaz, [EC 3.2.1.135]) ve pullulan hidrolaz tip I
(izopullulanaz, [EC 3.2.1.57]) pullulandaki a- (1,4) glikozidik baglarini ayirabilir ve
sirasiyla panoz (a-6-D-glukozilmaltoz) ve izopanoz (a-6-maltozilglukoz) olusumuna izin
verirler. Ayrica siklodekstrinler Gzerine de oldukca etkindirler. Son zamanlarda pullulan
hidrolaz tip Ill tanimlanmistir. Bu archeal enzim, pullulandaki a- (1,6) glikozidik
baglarinin yani sira a- (1,4) glikozidik baglarini da parcalayabilme yetenegine sahiptir ve

maltotrioz, panoz ve maltoz olusumuna izin verir [9], [10], [58], [60], [61].

Pullulani parcalayan enzimlerin cesitliligi karbohidratlarin hidroliz mekanizmalari ve
son degradasyon (rilinlerinin cesitliligi gida, kimya ve ila¢ endustrileri icin oldukca
onemlidir. Pullulanazlar, glukoz ve maltoz verimini arttirirlar [54].

Son vyillarda pullulanaz nisastayi yikan bir enzim olarak biiyik 6nem kazanmistir. Bu

enzim, sakkarifikasyon oranini ve verimini arttirmasi sebebiyle cesitli seker suruplarinin

Uretimi icin genellikle glukoamilaz, fungal a- ve B- amilaz ile birlikte kullanilir [62].
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Ayrica karbohidratlarin yapisal calismalari icin kullanisli

kazanmistir [63].
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Sekil 4. 1 Amilolitik ve pullulolitik enzimlerin sematik gosterimi [64]
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4.1 Pullulanazin Substratlar

a- Pullulan
Pullulan glukoz veya sakkaroz iceren ortamda kif benzeri bir maya olan
Aeureobasisium pullulans tarafindan sentezlenen, fermantasyon yoluyla biylk

miktarlarda Uretilebilen birka¢ mikrobiyal polisakkaridden biridir [65], [66].

A.pullulans’nin bircok soyu bu polisakkariti buylik miktarlarda dretir. Pullulan, a-(1,4)
bagi ile baglanmis maltotrioz (nitelerinin a-(1,6) baglar ile birbirine baglanmasi ile

olusan ekstraselliler ve dallanmamis bir homopolisakkariddir [67-70].

Beyaz iplik veya toz haline getirilmis liyofilize pullulan tatsiz, kokusuz ve normal
atmosfer kosullari altinda nem ¢ekmez formdadir. Metanol ve asetonda ¢6ziinmez
fakat suda kolayca ¢oziinerek seffaf, renksiz, viskoz ve yapiskan bir ¢ozelti olusturur.

Pullulan molekiilii nétraldir ve molekiler agirligi 1500-810000 kDa arasindadir [54].
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Sekil 4. 2 Pullulanin molekiler yapisi

Pullulan ¢ok cesitli endistriyel ve medikal uygulamalara sahiptir [71]. a-(1,4) ve a-(1,6)
baglarinin dizenli degisimi pullulana yapisal esneklik ve artan ¢ozundrlik gibi iki farkh
ozellik kazandirmistir [72]. Suda ¢6ziinen ve oksijen gecirmeyen pullulan membranlar
filmlere sekil verir ve cesnilik, toz cay ve kahve gibi bazi gidalar icin paketleme ve
kaplama materyali olarak kullanilir [73]. Ayrica pullulan kaph kagitlar kolayca
bozunurlar; toksik degildirler; biyo-bozunabilirdirler ve cevreye zarar vermezler [66].

Pullulan in-vivo sindirim enzimlerine dayanikli oldugu icin dusiik kalorili yiyeceklerde
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nisastanin yerine de kullanilabilir. Esterli ve eterli pullulan tirevleri tutkal ve yapistirici
imalinda kullanilabilir. Pullulan lifleri sebze lifleri ile birlikte veya yalniz kagit Gretiminde
kullanilabilir. Ayrica pullulan pudra veya tablet bicimindeki ilaclarin paketlenmesinde

de kullanthir [74].
b- Nisasta

Diinya poplilasyonunun cogunlugu icin temel enerji kaynagl olan nisasta; bolca
bulunan, kolayca erisilebilen bir karbonhidrattir. insan beslenmesinde ve viicudun
farkli  fonksiyonlarini  gerceklestirmesi icin  gereken metabolik  enerjinin

desteklenmesinde en biytk roll oynar [75].

Bitki hicreleri veya tohumlarinda genellikle buyiik graniiller halinde sitoplazmada
depolanan bir polisakkariddir. Misir, bugday, patates ve pirin¢cte en fazla bulunur [8].
Nisasta grandlleri amiloz ve amilopektin olarak adlandirilan a-D glukoz birimlerinden
meydana gelmis iki tip molekiilden olusmaktadir. Amiloz, glukoz birimleri arasinda a-
(1,4) glikozidik bagi ile baglanmasindan olusan ve dallanma gostermeyen diz bir
yapidir. Amilopektin ise glukoz birimleri arasinda a-(1,4) baglantisina ilaveten a-(1,6)
glikozidik dallanma noktalarini da icermektedir. Amiloz ve amilopektin icerigi bitki
tirlerine baghdir. Ornegin, bugday nisastasi yaklasik %25 amiloz icerirken, misir
nisastasi %97-99 oraninda amilopektine sahiptir. Granillerinin yapisi, sekli ve

blyukliginde de farkhliklar vardir [76].

Misir, bugday, patates ve piring gibi bitkiler, nisasta ve nisastanin gida endistrisinde
yaygin olarak kullanilan glukoz, fruktoz ve maltoz iceren suruplara dénlismesi icin ucuz
bir kaynaktir. Bu Uriinler etanol lretimini iceren fermantasyon endustrisinde substrat
olarak da kullanilabilir. Bir nisasta granilii % 69-74 amilopektin, %31-36 amiloz, %11-14
su, % 0,2-0,4 protein, % 0,5-0,9 lipid, % 0,05-0,1 kil, % 0,02-0,03 fosfor ve % 0,1

pentosan icerir [8].
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Sekil 4. 3 Nisastanin molekiler yapisi

c- Amilopektin

Nisastanin bliyik molekil agirlikli iki bileseninden biri olan amilopektin (%75-85), a-
(1,4) glikozidik baglarina ek olarak her 17-26 glukoz linitesinde bir meydana gelen a-
(1,6) bagh dallanma noktalarini iceren, 10*-10° kDa agirliginda olan dallanmis, buyik
bir polimerdir. Amilopektin ¢ozeltide kolloidal veya miselimsi formlara sahip olabilir.
Diger bileseni olan amiloz (%15-25) ise, a-(1,4) bagh glukopiranoz kalintilarini iceren ve

10-10% kDa agirliginda olan lineer bir polimerdir [77].
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Sekil 4. 4 Amilopektinin molekiiler yapisi
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BOLUM 5

NiSASTANIN SAKKARIFIKASYONU

Endistriyel Urdnlerin fiyat belirleme stratejilerinin cogunlugunu, baslangic fazindaki
fraksiyonlama (ayrimlama) adimi belirler. Bu adimda genellikle fiziksel metotlar
kullanitlir fakat bu metotlar tim fraksiyonlama icin yeterli degildir. Bu yilzden
tamamlayici fiziksel, kimyasal veya biyolojik adimlar beraber kullanilir. Bircok uygulama
baslangic materyalini monomere (monosakkarit, yag asidi, aminoasit veya nikleotid)
indirgeyen bir ayrimlama gerektirir. Bunu gerceklestirmek icin tipik olarak iki yol vardir:

(i) kimyasal metot veya (ii) enzimatik metot.

Kimyasal metot evrensel olmasina ragmen nisastanin isitilmasina bagh olarak insanlar
icin toksik olan furfural tirevleri gibi saglik risklerine sebep olabilen istenmeyen yan
drinlerin olusumuna sebep olabilir. Biyoyakit Uretimi veya gida uygulamalarinda
kullanilmayan biyoplastik Uretiminde bu 6nemli olmayabilir. Fakat gida imalatinda bu
ciddi bir sorundur. Ayrica yine kimyasal metotta isitma islemine bagh olarak (140-150
°C) trinde renk bozulmalari ve kiil kontaminasyonu da meydana gelmektedir. Gerek
kimyasal metot yontemindeki bu olumsuzluklar gerekse enzim Gretimindeki gelismeler
sebebiyle gliniimizde nisastadan glukoz liretiminde kimyasal metodun yerini enzimatik
metot almistir. Enzimatik yaklasimin en iyi orneklerinden biri nisasta endistrisinde
gozlenir [78], [79]. Gecmiste nisastayl 6zglin sekerlere ayirmak icin glcli asitler
kullanilirdi, giinimizde bu islem icin enzimler kullaniimaktadir. Nisasta a-amilaz, B-
amilaz, glukoamilaz, pullulanaz ve izoamilaz gibi amilolitik enzimler tarafindan hidroliz
edilir (Sekil 5. 1). Pullulanazlar, amilopektinin 6zellikle dallanma noktalarina etki eder,

daha etkin ve daha hizli donlisiim reaksiyonlarina izin verdigi icin tercih edilir.
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Nisastayi pargalayan
enzimler

a- (1,4) glukanazlar a- (1,6) glukanazlar
I 1 I 1
Endo Ekzo Endo Ekzo
eq- amilaz o(3- amilaz ePullulanaz eEkzopullulanaz
oGlukoamilaz eizoamilaz

eizopullulanaz
o~ glukozidaz

Sekil 5. 1 Nisastayi parcalayan enzimler

Nisasta bitkilerde ozellikle misir, bugday, patates ve pirincte en fazla bulunan depo
polisakkaritidir. Bu bitkiler nisasta ve nisastanin gida enduistrisinde yaygin olarak
kullanilan glukoz, fruktoz ve maltoz iceren suruplara donlismesi icin ucuz bir kaynaktir.
Boylece sekerler, seker kamisi ve seker pancarinin yani sira bitki nisastasindan da elde
edilebilir. Elde edilen bu sekerler etanol, butanol, asetik asit, laktik asit veya furfural
gibi cesitli Griinlerin eldesi icin ham materyal olarak kullanilabilir. Ayrica distk kalorili

“light” bira Gretimi icin de kullanilir [80].

Gida tatlandiricilari olarak kullanmak icin nisastanin glukoz, maltoz ve fruktoza
enzimatik donldsimi endistriyel enzim kullaniminda 6nemli biiyime alanina sahiptir.
Yiksek dekstroz ekivalentli suruplarin tretiminde kullanilan nisastalarin ¢cogu %70-95
oraninda amilopektin icerir. Nisastanin sakkarifikasyonunda kullanilan ekzo enzimler
amilopektindeki a-(1,6) glikozidik baglarini hidrolizleyemez. Dallanma noktalari,
amilopektinde var olan toplam glikozid baglarinin %4-6’sin1 olusturdugundan verimli
bir sakkarifikasyon icin engel olusturur. Bu sorun tip | pullulanaz (gercek pullulanaz)
veya tip Il pullulanaz (amilopullulanaz) kullanilarak ¢ozilar [81]. Pullulanazin en 6nemli
endustriyel kullanimi glukoz veya maltoz suruplarinin Uretimidir. Bu olay
sakkarifikasyon isleminde pullulanaz sirasiyla glukoamilaz veya B-amilaz ile birlikte
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kullanildigi zaman gerceklesir. 60°-100°C arasinda aktif olan ve 6zellikle amilopektinin
dallanma noktalarina etki eden termostabil pullulanazlar daha etkin ve daha hizh
doénisim reaksiyonlarina izin verdigi icin 0zel bir ilgiye sahiptir. Pullulanazin etkisi,
glukoamilaz icin ideal substrat olan a-(1,4) bagh glukoz Unitelerinin uzun polimerlerinin

olusumu ile sonuglanir [82], [83].

Nisastanin enzimatik hidrolizi ile ilgili sanayide uygulanan islemler Sekil 5. 2’de

belirtilmistir.

Nisastanin enzimatik donidsimiinde sivilastirma ve sakkarifikasyon olarak iki temel
adim vardir. Sivilastirma adimi slresince nisasta grandillerinin konsantre sulu ¢ozeltisi
(%30-40 w/v) yiiksek sicaklikta (90-110°C) jelatinlesir. islemin bu adiminda sismis
nisasta granillerinden amilozun serbest kalmasi viskozitede ani artisa neden olur. Bu
ylzden termostabil endoamilaz [EC 3.2.1.1] eklenerek nisasta ¢Ozeltisinin
viskozitesindeki bu artis engellenir. a- amilaz tarafindan amilozun enzimatik hidrolizi,
reaksiyon Urlinlerinin zincir uzunluklari 10-20 glukoz birimi olana kadar devam ettirilir.
Bu noktada nisasta parcaciklari enzime baglanmakta basarisiz olurlar. Amilopektinin
hidrolizi sadece amiloz hidrolizinde oldugu gibi lineer maltooligosakkaritlerin olusumu
ile degil ayni zamanda a- amilaz tarafindan ayrilamayan o-(1,6) baglarini iceren
parcaciklarin olusumu ile sonuglanir. Farkli destek maddeleri lizerine a- amilazin
immobilizasyonu ile ilgili calismalar yapilmistir. Nitekim reaksiyon veriminin substratin
yiksek molekdl agirhgr ve vyiksek cozelti viskozitesinin neden oldugu difliizyon
sinirlamalari ylzinden gicli bicimde etkilendigi bulunmustur. Nisasta lGzerine etkisi
olmayan fakat nisasta islenmesinde verimi arttiran diger glikozil hidrolazlar ksilanazlar
ve selllazlardir. Her ikisi de selliloz ve ksilanlardaki sirasiyla D-glukoz veya D-
ksilopiranozun B- (1,4) bagi ile baglanmis kalintilarinin ayrilmasinda etkilidir. Ksilanazlar
arabinoksilanlari ve diger ksilanlari bozarak sulu bugday nisastasi c¢ozeltisinin
viskozitesini dusurir; halbuki seliilazlar seliloz liflerinin kontaminasyonu yiiziinden

nisasta hidrolizinin son Grtinintn sGzalebilirligini pozitif yonde etkiler.
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Sulu nisasta ¢ozeltisi (%30-40 w/v) pH 3,2-4,5
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Sekil 5. 2 Nisastanin hidrolizi ile glukoz, fruktoz ve maltoz liretimi
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Sakkarifikasyon adimi disik sicaklikta gerceklesir ve glukoamilaz [EC 3.2.1.3] veya B-
amilazlar [EC 3.2.1.2] tarafindan katalizlenen reaksiyonlarda oligosakkaritlerin hidrolizi
ile sirasiyla glukoz veya maltoz olusumuna oncliliik eder. Nisasta hidrolizinin verimi
glukoamilaz veya B- amilaz ile birlikte pullulanaz [EC 3.2.1.41] kullanilarak arttirilabilir.

Pullulanazin kullanimi glukoz verimini %94 dolayina kadar arttirabilir.

Endistriyel islemlerin ¢ogunda nisasta granillerinin jelatinasyonu 100°C civarinda
gerceklestigi icin termostabil a- amilaz kullanilir. Bu enzimler termofilik bakteri ve
archea arasinda c¢ok yaygindir ve mesofilik konaklarda bunlarn birkacinin geni
klonlanmakta ve ifade edilmektedir. Nisasta sivilastirmasi icin kullanilan Bacillus
licheniformis’den meydana getirilen termamyl (bu mikroorganizmadan fermantasyon
ile Uretilmis bir alfa amilaz) ve diger a- amilaz hazirlanislari pH 5,5-6,0 ve 90°C
Uzerindeki sicakliklarda genellikle cok ylksek aktivite gostermektedir. Bu kosullar
sicakhga cok duyarli olan sonraki adimda kullanilan glukoamilazlar ve B-amilazlar icin
uyumlu degildir ve bu enzimler 60°C'nin lzerinde aktivitelerini kaybederler. Sinirli
enzim termostabilitesi sonraki adima gecmeden 6nce substratin hizli sogutulmasini
gerektigini ifade eder; fakat bu olay reaksiyon karisiminin viskozitesinde artisa ve
islemin son veriminde azalmaya yol acar. Sulu nisasta ¢ozeltisinin dogal pH’I yaklasik
olarak 4,5’tir. Bu deger, substratin sivilastiriimasi siiresince azami enzim aktivitesi icin
istenen degere ayarlanmalidir ve sonra sakkarifikasyon adimindan énce yeniden 4,5’e
dustrtlmelidir. Sicaklik ve pH ayarlamanin zorunlulugu islemin maliyetini arttirir ve
buna ek olarak olusan NaCl’'nin uzaklastirilmasi icin son (rliinin iyon degistirme

aritimini gerektirir.

Tek bir adimda nisasta parcalanmasinin gerceklestirilebilmesi 6nemli bir gelisme
olmustur. Bu, Bacillus licheniformis’ten elde edilen enzime gore daha disiik pH
degerlerinde calisabilen ve isiya daha dayanikli a-amilazlar kullanilarak
basarilabilmistir. Bu amilazlar aktivite icin kalsiyum tuzlarina ihtiyac duymazlar. Yiiksek
iIsinin neden oldugu yikimi geriye cevirmek icin sivilastirma siliresince daha fazla a-
amilaz eklenmesinden kacinilarak i1siya dayaniklilik gelistirilir. Farkli termofillerden elde
edilen a-amilazlar, yukarida s6zi edilen 6zellikleri gosterirler; fakat heniz hicbiri ticari

Olcekte Uretilmemislerdir. Bu kosullar altinda a-amilaz ile birlikte sakkarifikasyonu

34



katalizleyen oligosakkarit depolimerizasyon enzimlerinin kullanilmasi gereklidir. Bu,
sivilastirma ve sakkarifikasyondan o©nce sicakllk ve pH ayarlanmasina ihtiyag
duymaksizin bitiin enzimlerin birlikte uygulanmasini mamkin kilar. Son arastirmalar,
nisasta Uzerine a-amilazin hareketi siliresince serbest kalan oligosakkaritlerin
termostabil a-glukozidazlar [EC 3.2.1.20] tarafindan hidroliz edilebilecegini
gostermistir. Bu enzimler indirgen olmayan uctaki a-(1,4) ve a-(1,6) glikozid baglarina
etki eder ve son Urlin olarak glukoz olusur. Termofil ve mezofillerden elde edilen a-
glukozidazlarin ¢cogu, en yiiksek aktiviteyi maltoz ve izomaltoza dogru gostermistir. Bu
a-glukozidazlar, Ozellikle amilopektin molekiliniin dallanma noktalarinda meydana
gelen o-(1,6) glikozid baglarini hidrolizlemekte yeteneklidirler. Legin vd. [84]
tarafindan a-amilaz ve pullulanazla birlikte kullanilan termostabil Thermococcus

hydrothermalis glukozidazi ile glukoz surubunun Gretiminin olanakhlig gosterilmistir.

Nisasta tlirevi glukozun fruktoza izomerizasyonu, gida ve icecek Uriinlerinin cogunda
yaygin olarak kullanilan surubun daha tath hale dénismesine yol acar. Fruktoz bitiin
karbonhidratlarin en tathsidir ve azaltilmis sakkaroz icerigine sahip distk kalorili
Urlnlerin formilasyonu icin veya insilin olmadan metabolize edilebildiginden dolayi
diyabetikler icin tatlandirici olarak kullanimi uygundur. Bazi firincilik Grinlerinde katki
olarak fruktoz surubunun katki olarak kullanimi Maillard reaksiyonunun sonucu olarak
istenen esmerlesme ile sonuclanir. Ayrica fruktoz, cozeltideki sakkarozu koruyan

kristalizasyon inhibitori olarak da davranir.

Fruktoz suruplari genellikle 55-60°C’de, immobilize glukoz (ksiloz) izomeraz [EC
5.3.1.5] ile katalizlenen sirekli islemde yapilir. Bu kosullar altinda glukozun sadece %
40-42’si fruktoza donlslir. Bu islem verimi, artan fruktoz konsantrasyonuna dogru
izomerizasyon dengesinin vyerinin degismesine sebep olan yiksek sicakliklarda
arttinlabilir. Bu, mezofilik kaynaklardan elde edilen enzimin yari dmrind sinirlar ve
glukoz izomerazin maksimum aktivitesi icin gereken hafif pH degerinde meydana gelen
Maillard reaksiyonu tarafindan olusturulan Griniin miktarini arttirir. Fruktozun
standart konsantrasyonunu (%55) iceren surubu tUretmek icin karbonhidratlarin katyon
degistirme fraksinasyonu kullanilmistir. Bu adim siiresince glukoz ve daha yiksek

sakkaritler kolonu terk ederken fruktoz kromatografik matriks Gzerinde tutuklanir ve

35



izomerizasyon (nitesine geri doner. Absorblanmis fruktoz, daha sonra su ile elie
edilerek serbest kalir ve eluat %90’dan fazla fruktoz icerir. Uriin bircok uygulamada
gereken son konsantrasyon icin %42’lik fruktoz surubu ile karistirilir. Glukoz dontisimi
istenmeyen yan reaksiyonlari azaltmak icin gereken asidik pH degerinde yiksek
aktiviteye sahip olan termostabil glukoz izomeraz tarafindan katalizlendigi zaman bu
kromatografik adim atlanabilir. Glukoz izomerazlar yiksek sicakliklarda aktif oldugu icin
Thermus’un cesitli tirleri ve bazi termofilik mikroorganizmalar tarafindan sentezlenir.
Bu enzimlerin gelecekteki endustriyel uygulamalari Griin maliyetlerinde 6nemli bir

azalmaya neden olacaktir [85].
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BOLUM 6

ONCEKI CALISMALAR

Jiao vd. [86] tarafindan yapilan calismada asirt termofilik, anaerobik archeon
Thermococcus siculi susu HJ21’den yeni bir ekstraseliiler amilopullulanaz (tip Il
pullulanaz, EC 3.2.1.41) TsiApu kimliklendirilmis, karakterize edilmis ve heterolog
bicimde ifade edilmistir. HJ21 susu modifiye edilmis YPS ortaminda azot ile isitilan
kapal siselerde 88°C’'de 10 saat statik olarak kuiltive edilmistir. Hiicreler salfur
granilleri ve diger safsizliklari uzaklastirmak icin 5 dk. 12000 rpm’de santrifijlenmis ve
Milipore filtresinden filtre edilmistir. Stipernatanta %60 doygunluga kadar amonyum
stlfat eklenmis ve gece boyunca ¢okmesi icin birakilmistir. Cokelti 12000 rpm’de 1 saat
santrifiijlenerek biriktirilmis ve pelet 0,2 M Na-asetat tamponunda (pH 6,0) suspende
edilmistir. Sonra slispansiyon diyaliz tipleri ile 50 mM asetat tamponuna (pH 6,0) karsi
diyaliz edilmistir. Diyalizatlar 20 mM asetat tamponu (pH 6,0) ile dengelenmis DEAE-52
(2x25 cm) kolonuna yiiklenmistir. Kolon ayni tamponla yikanmis ve amilopullulanaz
aktivitesine sahip fraksiyonlar biriktirilmis ve 100 kDa ayirma membranl centricon ile
konsantre edilmistir. Konsantre edilen fraksiyon 20 mM Na-asetat tamponu (pH 6,0) ile
dengelenmis Sefadeks G-100 kolonuna (2x70 cm) uygulanmistir. Elue edilen
fraksiyonlar konsantre edilmis ve ayni tamponla dengelenmis TSK G2000 SWXL HPLC
kolonuna (30 cm x 7,8 mm) yiklenmistir. Enzim aktiviteli fraksiyonlar biriktirilmis ve
liyofilizasyon yoluyla konsantre edilmis ve sonra homojenliginin ve molekil agirhginin
belirlenmesi icin SDS-PAGE uygulanmistir. Enzimin molekiler agirhg: 148,6 kDa olarak
hesaplanmistir. Pullulanaz aktivitesi %1 pullulanin hidrolizi sliresince serbest birakilan
indirgen seker miktarinin dinitrosalisilik asit yontemi ile Olcllerek belirlenmistir.

Maksimum pullulanaz aktivitesi 11,3 U/mg protein olarak bildirilmistir. Enzimin
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optimum sicakhgr 80-120°C arasinda degisen sicakliklarda, optimum pH’si ise 4,0-9,0
arasinda degisen pH degerlerinde arastirilmis ve sirasiyla 95°C ve pH 6,0 olarak
bulunmustur. Enzimin termostabilitesi ise enzim 5 saat boyunca farkh sicakliklarda (80,
90, 100 ve 110°C) inkilbe edilerek arastirilmistir. Her bir farkh sicaklikta bir saatlik
inklibasyonun sonucunda enzimin kalan total aktivitesi sirasiyla % 96, 91, 70 ve 50

olarak belirlenmistir.

Moubasher vd. [87] tarafindan yapilan calismada Aureobasidium pullulans’dan
pullulanazin saflastirilmasi ve karakterizasyonu yapilmistir. Maya ekstrakti, sakkaroz ile
desteklenen Czapek’s ortaminda bes giin blyditiilmus ve 500 ml’lik sivi ortama alinmis
ve calkalanan kultirler pullulanaz kaynagi olarak kullaniimistir. Miselya ve sporlardan
protein c¢oktiriilmesi iki hacim aseton eklenerek gerceklestirilmistir. Gece boyunca
bekletilen 6rnek 4°C 10000 rpm’de 10 dk. santriflij edilmis ve havada kurutularak
aseton uzaklastirildiktan sonra protein 20 mM asetat tamponu ile yeniden
¢oziilmustiir. Ornekler diyalizlenmis ve protein polietilen glikol kullanilarak konsantre
edilmistir. 50 mM Na-asetat tamponunda (pH 5,0) ¢6zilen protein 6rnegi ayni tampon
ile dengelenmis Sefadeks G-100 kolonuna uygulanmis ve 1 ml’lik fraksiyonlar toplanmis
ve protein konsantrasyonlari Aysg nm’de ol¢lilmistir. Pozitif fraksiyonlar konsantre
edilmis ve enzim aktivitesi belirlenmistir. Sonra bu fraksiyonlar Q-Sepharose anyon
degistirici kolona yiklenmis ve artan KCl gradiyenti (100 mM-1M) ile mobil faz olarak
kullanilan 20 mM Tris-HCI tamponu (pH 7,0) uygulanmis ve toplanan 1 ml’lik
fraksiyonlarin protein konsantrasyonlari A,so nm’de Olcilmuistir. Pozitif fraksiyonlar
biriktirilmis, konsantre edilmis ve enzim aktivitesi belirlenmistir. Daha sonra bu
fraksiyonlar SP-Sepharose katyon degistirici kolona yiiklenmis ve artan NaCl gradiyenti
(200 mM-1 M) ile mobil faz olarak kullanilan 50 mM Na-asetat tamponu (pH 4,0)
uygulanmis ve toplanan 1 ml’lik fraksiyonlarin protein konsantrasyonlari Aysg nm’de
Olcilmustlir. Pozitif fraksiyonlar biriktirilmis, konsantre edilmis ve enzim aktivitesi
belirlenmistir. SDS-PAGE ile enzimin molekil agirligi belirlenmis ve 73 kDa olarak
hesaplanmistir. Saflastirilmis enzimin ¢o6zinir nisasta, glikojen ve pullulan {zerine

etkisini arastirmak icin iTK yapilmis ve sadece maltotrioz bandi gériilmiistr.

38



Singh vd. [88] tarafindan yapilan calismada Bacillus acidopullulytics bakterisinden elde
edilmis saf pullulanaz ticari olarak alinmistir. Calismanin amaci pullulanaz kullanarak
pullulandan maltotrioz surubu Uretebilmektir. Pullulan fermantasyon sivisindan
izopropanol ¢oktiirmesi ile tek adimda saflastinlmistir. Ticari pullulanazi pullulanin
hidrolizi icin kullanmadan 6nce enzimin kinetik ve termodinamik karakterizasyonu
yapimistir. Enzimin optimum pH’sini  belirlemek icin 3,5-7,0 araligindaki pH
degerlerinde 0,1 M sodyum asetat tamponu (pH 3,5-5,0) ve 0,1 M fosfat tamponu (6,0-
7,0) kullanilarak denemeler gerceklestirilmis ve enzimin optimum pH degeri 5,0 olarak
bulunmustur. Pullulanazin optimum sicaklik degeri ve aktivasyon enerjisi 40-70°C
arasinda degisen sicakliklarda arastirlmis ve optimum sicaklik 50°C olarak
belirlenmistir. Arrhenius esitligi ile hesaplanan aktivasyon enerjisi E; 34,29 kj/mol
olarak hesaplanmistir. Saf pullulanazin pullulan, ¢ozinir nisasta ve dekstrana ilgisi bu
substratlar ile enzimin inklibasyonu ile arastirilmis ve enzim aktivitesi tayin edilmistir.
Kinetik sabitler farkli substratlarin gesitli konsantrasyonlari ile pullulanazin inkiibasyonu
ile belirlenmistir. Buna gore K., ve Vmax degerleri sirasiyla pullulan i¢in 4 mg/ml ve 0,23
U/dk., ¢cézinur nisasta icin 11,1 mg/ml ve 0,20 U/dk., dekstran icin 40 mg/ml ve 1,25
U/dk. olarak bulunmustur. K., ve Vnax arasindaki oranlar sirasiyla 0,57, 0,18 ve 0,31
olarak bulunmustur. Buna gore en yiiksek Ky, / Vmax orani pullulan icin goruldigtiinden
pullulanaz icin en iyi substratin pullulan oldugu bildirilmistir. Ayrica pullulanaz aktivitesi
lizerine potansiyel metal iyonlarinin ve enzim inhibitérlerinin etkisi arastirimistir. Ca*
ve Mn*? iyonlarinin eklenmesi enzim aktivitesini arttirmis, Cu*? ve Hg*? ise aktivitenin
tamamen yok olmasina sebep olmustur. Pullulanazin, saflastirilmis pullulanin %
94,25+1,83’lini  hidrolizledigi ve olusan maltotrioz surubunun 3,77+0,07 mg/ml

maltotrioz icerdigi belirlenmistir.

Zareian vd. [10] tarafindan yapilan calismada pullulani glukoz, maltoz ve maltotrioza;
nisastayi glukoz ve maltoza kadar hidrolizleyen yeni bir amilopullulanazin saflastirilmasi
ve karakterizasyonu arastirilmistir. Pullulanaz, iran’daki sicak kaynak sularindan izole
edilen termofilik sus L14’den elde edilmistir. 16S rDNA analizi ve biyokimyasal testler
L14 susunun Geobacillus sterothermophilus susu oldugunu gostermistir. Geobacillus sp.

L14 susunun kiiltivasyonu kompleks fermantasyon ortaminda baslatilmistir. Hicreler
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5000 rpm’de 4°C’'de 25 dk. santriflij edilerek uzaklastinlmistir. Proteinler, kultir
siipernatantina %75 doygunluga kadar amonyum siilfat eklenerek c¢okturidlmis ve
¢cOkelti 14000 rpm’de 4°C’de 25 dk. santriflij edilmis ve 50 mM Na-asetat (pH 5,5)
tamponunda ¢o6zilmiis ve gece boyunca ayni tampona karsi diyaliz edilmistir. Bu
konsantre enzim c¢Ozeltisi 20 mM Tris-HCl tamponu (pH 9,0) ile dengelenmis Q-
Sepharose kolonuna (1,6x5 cm) ylklenmistir. Protein 0-0,5 mM NaCl gradienti
uygulanarak elue edilmis ve 5 ml'lik fraksiyonlar toplanmistir. Pullulitik aktivite
gosteren fraksiyonlar toplanmis ve 20 mM Tris-HCI tamponu (pH 8,5) ile dengeye
getirilmis DEAE-Sepharose kolona (1,6x5cm) uygulanmistir. Kolon denge tamponu ile
yikanmis ve 0-0,5 M NaCl gradienti ile elue edilmistir. Toplanan fraksiyonlar konsantre
edilerek protein ve enzim aktiviteleri analiz edilmistir. Konsantre 6rnek gece boyunca
50 mM Na-asetat (pH 5,5) tamponuna karsi diyalizlenmis ve ayni kolnla dengelenmis
Sefadeks G-100 kolona (1,5x96 cm) yiiklenmistir. Fraksiyonlar biriktirilmis ve enzimatik
aktivite belirlenmistir. Saf proteinin molekiler agirligi SDS-PAGE ile belirlenmis ve 100
kDa olarak hesaplanmistir. Enzimin optimum pH’sini belirlemek icin 3,0-9,0 araligindaki
pH degerlerinde 0,1 M sodyum asetat tamponu (pH 3,0-6,0) ve 0,1 M Tris-HCI| tamponu
(6,5-9,0) kullanilarak denemeler gerceklestiriimis ve enzimin optimum pH degeri 5,5
olarak bulunmustur. Pullulanazin optimum sicaklik degeri ise 65°C olarak
belirlenmistir. Enzimin pullulan, nisasta ve maltooligosakkaridleri parcalayabildigi fakat
a-siklodekstrin ile panoz karsisinda aktivite gostermedigi goridlmistir. Enzimin
optimum pH’sini belirlemek icin 3,5-7,0 araligindaki pH degerlerinde 0,1 M sodyum
asetat tamponu (pH 3,5-5,0) ve 0,1 M fosfat tamponu (6,0-7,0) kullanilarak denemeler
gerceklestirilmis ve enzimin optimum pH degeri 5,0 olarak bulunmustur. Pullulanazin
optimum sicaklik degeri ve aktivasyon enerjisi 40-70 °C arasinda degisen sicakliklarda
arastirilmis ve optimum sicaklk 50 °C olarak belirlenmistir. Saflastirilan enzim pullulan
ile inkiibe edildiginde glukoz, maltoz ve maltotrioz birimlerini; nisasta ile inkibe
edildiginde ise glukoz ve maltoz birimlerini son Urin olarak olusturdugu ince tabaka
kromatografisi ile belirlenmistir. Ayrica enzimin farkli tiplerdeki maltooligosakkaridleri
(maltotetroz, maltopentoz, maltoheksoz vb.) hidroliz edebilecegi saptanmistir. Enzim

hem pullulanin hem de dallanmis yapidaki polisakkaridlerin a-D-(1,6) ve a-D-(1,4)
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glikozidik baglarini parcalayip pullulandan glukoz olusumunu gerceklestirdigi icin bu
enzimin saflastirilmis yeni bir Geobacillus sp. L14 amilopullulanazi oldugu sonucuna

variimistir.

Ayadi vd. [89] tarafindan yapilan c¢alismada, Geobacillus thermoleovorans US105
pullulanaz tip | pAD22 plazmid harbor edilen E.coli susu ampisilinli LB ortaminda
37°C’'de kiiltive edilmistir. Saflastirma icin kiltiirin periplazmik fraksiyonu 70°C’de 40
dk. isitilmis ve denatiire olan konak proteinler santriflij ile uzaklastirilmistir. Berrak
siipernatantta kalan pullulanaz 100 mM Na-asetat tamponunda (pH 6,0) ¢cozinmus
0,15 M NaCl ile dengelenmis Sephacryl HR S200 kolonuna (1,6x58 cm) yuklenmistir.
Proteinlerin eliisyonu ayni tamponla gerceklestirilmistir. Pullulanaz aktivitesi gosteren
fraksiyonlar konsantre edilmis ve 50 mM Na-asetat tamponuna (pH 6,0) karsi
diyalizlenmistir. Diyalizat 25 mM Na-asetat tamponu (pH 7,0) ile dengelenmis UNO-
Q12 anyon degistirici kromatografi kolonuna uygulanmistir. Pullulanazin ellisyonu ayni
asetat tamponunda 0-1 M NaCl gradienti kullanilarak gerceklestirilmistir. Aktif
fraksiyonlar toplanmis, konsantre edilmis ve tuzu uzaklastiriimistir. Saflastiriimis
pullulanazin molekiler kiitlesi SDS-PAGE ile belirlenmis ve 160 kDa olarak
hesaplanmistir. Enzimin optimum sicakhgr 70°C ve optimum pH degeri 6,0 olarak
belirlenmistir. Enzim 11 kez saflastiriimis ve spesifik aktivitesi 36 U/mg protein olarak

bulunmustur.

Kunamneni ve Singh [6] tarafindan yapilan ¢alismada Hindistan’da topraktan izole
edilen termofilik Bacillus sp. AN-7 susunun pullulanaz Grettigi bulunmustur. Organizma
24 saat kati besiyerinde vyetistirilmis, asilama ortamina alinmis ve 48 saat Uretim
ortaminda inklbe edilmistir. Hiicreler santrifiij (3000 rpm, 10 dk.) edilerek ayrilmis ve
siipernatant %50-70 amonyum siilfat doygunlugu ile ¢oktirilerek ayrilmistir. Protein
fosfat tamponunda (50 mM, pH 6,0) ¢c6zilmiis ve ayni tampona karsi diyalizlenmistir.
Bu konsantre enzim ¢ozeltisi ayni tampon ile dengelenmis DEAE-seliiloz DE52 kolonuna
(3,0x16 cm) uygulanmistir. Aktif enzim 50 mM fosfat tamponunda (pH 6,0) ¢6ziinmis
NaCl gradienti (0-0,6 M) gecisiyle elue edilmistir. Fraksiyonlar biriktirilmis ve enzim
aktivitesi analiz edilmistir. Aktif fraksiyonlar birlestirilmis, ultrafiltrasyon ile konsantre

edilmis, protein ve enzim aktivitesi tayin edilmistir. Konsantre enzim ¢ozeltisi 50 mM
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fosfat tamponu ile dengelenmis Sefadeks G-100 kolonuna yliklenmis ve bu tamponda
¢Ozlinmis 100 mM NaCl ¢ozeltisi kolondan gecirilmistir. Aktivite gdsteren fraksiyonlar
biriktirilmis ve saflatirlmis enzim fraksiyonu olarak kullanmilmistir. Saf proteinin
molekiler agirhg SDS-PAGE ile belirlenmis ve 106 kDa olarak hesaplanmistir. Enzimin
optimum pH’sini belirlemek icin 3,0-9,0 araligindaki pH degerlerinde 50mM sodyum
asetat tamponu (pH 3,0-5,5), fosfat tamponu (6,0-8,0) ve Tris-HC| tamponu (8,8-9,0)
kullanilarak denemeler gerceklestiriimis ve enzimin optimum pH degeri 6,0 olarak
bulunmustur. Pullulanazin optimum sicaklik degeri 40-110°C arasinda degisen
sicakhklarda arastiriimis ve optimum sicaklik 90°C olarak belirlenmistir. Enzimin kinetik
sabitleri Vimax ve Kn, degerleri sirasiyla 154 U/mg ve 1,3 mg/ml olarak bulunmustur.
Enzim, Hg™ iyonlar ile tamamen inhibe olmustur. Ca™, ditiyoeritrol ve Mn* ise

enzimin aktivitesini baskilamistir.

Vishnu vd. [90] tarafindan vyapilan calismada nisasta gibi polimerik substratlari
hidrolizleme yenetegine sahip bir amilopullulanaz enzimi, nisastanin laktik aside direkt
fermantasyonu sliresince Lactobacillus amylophilus GV6'nin kaltar
siipernatantlarindan saflastirnilmistir. Nisasta endUstri atigindan izole edilen organizma
24 saat MRS ortaminda blyatilmustiir. Slipernatant ekstraselller enzim igin
kullaniimis, distile suda yikanmis ve dagitilmis hicreler hiicre bagh enzim igin
kullaniimistir. %60 amonyum siilfat doygunluguna getirilmis ermente sivisinin 15 dk.
8000 rpm’de soguk santriflijyonu ile sipernatant elde edilmistir. Cokelti biriktirilmis,
tamponda ¢6zilmis ve diyaliz yolu ile tuzu uzaklastiriimistir. Elde edilen protein 6rnegi
liyofilizasyon ile konsantre edilmis, dengelenmis asetat tamponuyla dengelenmis,
Sephacryl S-200 kolonuna yiklenmistir. Kolondan alinan aktif fraksiyonlarin protein
icerigi 280 nm’de Olcllmistir. Enzim aktivitesi gosteren fraksiyonlar biriktirilmis,
konsantre edilmis ve ayni kolona yeniden yiklenmistir. Saflastirilmis enzimin molekdiler
kiitlesi SDS-PAGE ile belirlenmis ve 90 kDa olarak hesaplanmistir. Enzimin optimum
pH’sini belirlemek icin 2,0-8,0 araligindaki pH degerlerinde 0,1 M hidroklorir (pH 2,0-
3,0), sodyum asetat tamponu (4,0-5,5) ve sodyum fosfat tamponu (6,0-8,0) kullanilarak
denemeler gerceklestiriimis ve enzimin optimum pH degeri 6,5 olarak bulunmustur.

Pullulanazin optimum sicaklk degeri 15-55°C arasinda degisen sicakliklarda arastiriimis
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ve optimum sicakhk 37°C olarak belirlenmistir. Enzimin spesifik aktivitesi 0,34 U/ml.dk.
olarak belirlenmistir. Nisastanin enzimatik hidrolizi glukoz, maltoz ve maltotrioz
karisimi olarak sonuclanmistir. Cu?*, Ni**, Cd** iyonlari enzimi timiyle inhibe etmistir.

2,5 mM Ca?* enzim aktivitesinde yiikselmeye sebep olmustur.

Bertoldo vd. [91] tarafindan yapilan ¢calismada Anaerobranca gottschalkii’den sicaklik
ve alkali stabil tip | pullulanazin klonlanmasi, sekansi ve karakterizasyonu yapilmistir.
Tip | pullulanaz gen kodlamasi, anaerobik termoalkalifilik bakterisi A. gottschalkii’nin
genom sekansindan kimliklendirilmistir. Ayrica homolog gen, Anaerobranca
horikoshii'nin gen kitiphanesinden izole edilmis ve sekanslanmistir. Fermantasyon
yolu ile olusturulan A. gottschalkii hiicreleri 50 mM Tris-HCI (pH 8,5) ile yikanmis ve 4
mM Pefabloc SC PLUS iceren ayni tamponla resiispende edilmistir. Hiicreler 20 dakika
20000 x g'de santriflj edilerek uzaklastirilmis ve siipernatant 50 mM Tris-HCl’e karsi
diyalizlenmistir. Slipernatant 50 mM Tris-HCI ile dengelenmis Q-Sepharose kolonuna
ylklenmistir ve proteinler 0-0,5 M NaCl gradienti ile elue edilmistir. Aktif fraksiyonlar
biriktirilmis, ultrafiltrasyon ile konsantre edilmis ve gece boyunca 50 mM Tris-HCI
tamponuna karsi diyalizlenmistir. Pullulanazin spesifik aktivitesi 0,33 U/mg olarak
belirlenmistir. SDS-PAGE’de 96 kDa aktif bir bant gozlenmistir. Enzimin optimum
sicakhgr 70°C ve pH degeri 8,0 bulunmustur. 50-250 mM konsantrasyonundaki NaCl
veya KCl varligi enzim aktivitesini etkilememistir. Ayrica 1 mM konsantrasyondaki Ba**,
sr**, ca®, Mg®, Mn**, Ni**, veya Fe?*, gibi divalent katyonlarin klortrlu tuzlarn da
aktiviteyi etkilememistir. Ek olarak zZn®*, Cd** veya Hg®' enzimi tamamen inaktivite
etmistir. Test edilen bilesiklerin hicbiri pullulanaz aktivitesi Gzerinde pozitif etkiye sahip

olmamistir.

Gomez vd. [92] tarafindan yapilan ¢alismada asiri termofilik Rhodothermus marinus’un
5 susu amilolitik ve pullulitik aktivitelerinin Gretimi icin izlenmistir. Secilmis R. marinus
ITI 990 susu icin kiltlr ortami enzim Uretiminin gelisimini saglamak amaciyla merkezi
birlesik dizaynlar kullanilarak optimize edilmistir. 1,5 g/I maltoz ve 8,3 g/l maya
ekstrakti iceren modifiye ortamdan elde edilen pullulanazin aktivitesi 2,1 nkat/ml
olarak belirlenmistir. Bu enzimlerin olusumu icin, test edilen cesitli karbon kaynaklari

arasinda en etkin olani maltoz ve daha sonra sirasiyla ¢ozinilir misir nisastasi, glikojen
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ve pullulan olarak bulunmustur. Ham amilaz ve pullulanaz pH 6,5-7,0 araliginda
sirasiyla 85 ve 80°C’'de maksimum aktivite gostermistir. 85°C’de amilaz ve pullulanazin
sirasiyla 3 saat ve 30 dk. yarilanma omrine sahip oldugu gorilmdistir. R. marinus
suslan 61°C’de kiiltive edilmistir. Kiltivasyonun sonunda enzimler hiicre kitlesinden
ekstrakte edilmistir. Kaltir sivisi santrifiij edilerek temiz siipernatant elde edilmistir.
pH'nin enzim aktivitesi Gzerine etkisini belirlemek icin 4,0-11,0 arahgindaki pH
degerlerinde 25 mM fosfat tamponu (4,0-8,0) ve glisin-NaOH tamponu (9,0-11,0)
kullanilarak denemeler gerceklestiriimis ve enzimin optimum pH degeri 6,0 olarak
bulunmustur. Sicakhgin enzim aktivitesi Uzerine etkisini belirlemek icin 50-95°C

arasinda degisen sicakliklarda calisiimis ve optimum sicaklik 80°C olarak belirlenmistir.

Amitava vd. [93] tarafindan yapilan ¢alismada yakin zamanda izole edilen Bacillus sp.
US 149’dan asidik pullulanaz tip Il saflastiriimis ve izole edilmistir. Yiiksek pullulanaz
aktivitesine sahip US 149 susu sicak su kaynaklarina yakin Tunus topragindan izole
edilmistir. Bu susun cubuk seklinde ve G (+) olan hiicreleri sadece asidik pH’da (4,5-
5,0) ve 37-55°C araliginda yetistirilmistir. US 149 susu fermentorde kiltirlenmis ve
hicreler 15 dk. 8000 rpm’de santrifiij edilerek uzaklastirilmistir. Sipernatant vakum
evaporasyonu ile 11 kez konsantre edilmistir. %80 doygunlukta amonyum siilfat
eklenmis ve gece boyunca ¢okmeye birakilmis sonra 20000 rpm’de 1 saat santrifiij
edilerek cokelti biriktirilmis ve pellet 0,2 M asetat tamponunda (pH 5,6) sispende
edilmistir. Daha sonra Ornek diyalizlenmis ve amonyum tamamen uzaklastiriimistir.
Diyalizad Bio-Gel P-2 kolonundan gecirilerek kalan tuzlar, peptidler ve karbonhidratlar
uzaklastinlmistir. Yari saf 6rnek 50 mM Tris-HCI (pH 9,5) ile dengelenmis FPLC Mono Q
anyon kolonuna uygulanmis ve protein 0-1 M NaCl gradienti ile elue edilmistir. Enzim
aktiviteli konsantre fraksiyon 100 mM asetat tamponu (pH 5,6) ile dengelenmis jel
filtrasyon kolonuna yiklenmistir. Protein %13,3 geri kazanim ile saflastiriimistir. Elue
edilen fraksiyonlar konsantre edilmis ve HPLC uygulanmistir. Enzim aktivitesi gosteren
fraksiyonlar biriktirilmis HPLC ve SDS-PAGE kullanilarak molekiler agirhginin
belirlenmesi icin kullanilmistir.  HPLC ‘de 200 kDa’luk tek bir pik gozlenirken SDS-
PAGE’'de 95 kDa'luk tek bir band go6zlenmistir. Bu bilgiler proteinin dimer yapida

oldugunu gostermistir. Saflastirilan enzimin optimum sicakliginin 60°C optimum
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pH’sinin ise 5,0 oldugu belirlenmistir. Enzimin pullulani hidrolizleyebildigi fakat amiloz
ve maltoheptozu hidrolizleyemedigi gozlenmistir. Pullulanin son Urini isopanoz
oldugu icin enzimin pullulanaz tip II'nin altinda siniflandiriimis isopullulanaz oldugu

belirlenmistir.
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BOLUM 7

MATERYAL VE METODLAR

7.1 Kullanilan Materyaller Ve Cihazlar

Kullanilan Organizma: Calismamizda kullanilan mikroorganizma Hypocrea jecorina QM
9414, Viyana Teknik Universitesi, Biyokimyasal Teknoloji ve Mikrobiyoloji

Enstitlisti’nden temin edildi.

Kullanilan Kimyasal Maddeler: Kullanilan kimyasal maddeler Cizelge 7. 1'de

gOsterilmistir.

Cizelge 7. 1 Kullanilan kimyasal maddeler

KiMYASAL FIRMA / KATOLOG NUMARASI
MgS04.7H,0 Riedel-de Haen / 13142
Pepton Sigma / P-6588

KH,PO,4 Merck / 1.04871

KyH POy Fluka / 60356

D(+)-Glukoz Riedel-de Haen / 16325
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Cizelge 7. 1 Kullanilan kimyasal maddeler (devami)

Trisodyum sitrat dihidrat

Riedel-de Haen /32320

(NH4),S04 Lachema / 30786
Agar-agar Merck / 1.01613
FeSO,4.7H,0 Sigma / F 7002
MnS0O4.7H,0 Sigma / M-6528
ZnS04.H,0 Sigma / Z-4750
Pullulan Sigma / P4516
Nisasta Sigma / S2630
Amilopektin Fluka / 10120

NazHPO4.2H20

Riedel-de Haen / 04272

NaH2PO4.H20

Riedel-de Haen / 04269

NaCl

Fluka / 71379

COC|2.6H20

Merck / 1.02539

Sodyum asetat

Sigma-Aldrich / 110191

Sitrik asit monohidrat

Riedel-de Haen 12022

Et ekstrakti

Fluka / 70164
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Cizelge 7. 1 Kullanilan kimyasal maddeler (devami)

Sitrik asit Merck / 1.438021
Maya ekstrakti Sigma /Y1126
Amonyum sitrat Sigma / A1332

HCl (%37) Riedel / 07102
NaOH Fluka / 71690
BaCl, Aldrich / 217565
Tween 80 Merck / 1.067657
BSA Fluka / 27815

Coomassie Brillant Blue G-250

Merck / 1.00201

Etanol

Merck / 1.00573.2500

0-H3PO, (85%)

Sigma / T4428

Dializ kesesi Aldrich / D-9777-100FT
Asetik asit Merck / 1.00063

KOH Riedel / 06009
Amonyum sitrat Sigma / A1332

Sitrik asit Merck / 1.438021

HCl (%37) Riedel / 07102
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Cizelge 7. 1 Kullanilan kimyasal maddeler (devami)

Akrilamid Fluka / 01699
Pullulanaz Sigma / P1067
Marker high range Sigma / S8320
N,N’ metilenbisakrilamid Sigma / M7279
Tris Fluka / 93350
Sodyum dodesil siilfat Fluka / 71729

Glisin

Merck / 1.04169

Gliserol

Riedel / 15523

B- merkaptoetanol

Fluka / 63700

Bromfenol mavisi

Merck / 1.0822

TEMED Merck / 1.10732
APS Sigma / A3678
Maltoz monohidrat Merck / 105910
TCA Fluka / 91233
Isopropil alkol Sigma /10398
DEAE seliloz Sigma / D0909
Sefadeks G-100 Sigma / S6147
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Cizelge 7. 1 Kullanilan kimyasal maddeler (devami)

FeCl;.6H,0 Fluka / 44944
CaCl,.6H,0 Ridel / 12074
FeCl,.4H,0 Fluka / 44939
MgCl,.6H,0 Fluka / 63072
NiCl, Sigma Aldrich / 339350
NacCl Fluka / 71376
CuS0,.5H,0 Merck / 7758
LiSO4.H,0 Fluka / 62609
AgNO3 Merck / 13.8591
Kl Fluka / 60399
Triton X-100 Fluka / 93426
Tween 20 Fluka / 93773
DL-Ditiyothreitol Fluka / 43817

Etilen-diamintetraasetik asit (EDTA)

Merck / 13.3546

Ure

Fluka / 51459

Galaktoz

Fluka / 48259
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Cizelge 7. 1 Kullanilan kimyasal maddeler (devami)

Maltotrioz Fluka / 63430
Maltotetroz Fluka / 63422
Maltopentoz Fluka / 63417
Laktoz monohidrat Fluka / 61339
Anilin Fluka / 10410
ITK tabakasi Merck / F254

Kullanilan Cihazlar

Sterilizasyon islemi icin: Certoklav LV18 marka masausti otoklav
Destile su eldesi icin : GFL marka 2001/4 destile su cihazi

Enzim indiksiyonunu saglamak icin: Sartorius marka Certomat IS UHK calkalamal

inkiibator

Enzim aktivite ve protein tayini icin: Philips marka PU8740 UVv/VIS

spektrofotometre
Kullanilan tampon ve ¢ozeltilerin pH kontroli icin: Sartorius marka pH metre
Santrifdj icin: SIGMA marka 3K 30 santrif(jj
Amonyum siilfat ¢coktiirmesi icin: Chiltern Hotplate HS31 manyetik karistirici

SDS-PAGE jel elektroforezi icin : Thermo marka EC 120-2 mini dikey jel

elektoroforez sistemi

Kullanilan tampon, ¢ozelti ve kiltiirlerin saklanmasi icin: Bosch marka buzdolabi

kullaniimistir.
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DEAE-sellloz ve Sefadeks G-100 kolon kromatografilerini gerceklestirmek igin:

Ugur derin dondurucu

7.2 Kullanilan Metotlar

7.2.1 Protein Miktar Tayini

H. jecorina’dan pullulanazin saflastiriimasi sirasinda, ham ekstre ve %60’lik amonyum
stlfat fraksiyonunun elde edilmesi asamalarinda, protein miktari Bradford yontemine
gore tayin edildi [94]. DEAE-seliiloz ve Sefadeks kolon kromatografileri ile elde edilen
fraksiyonlardaki protein miktar tayinlerinde ise A,zo/Azs0 Warburg-Christian [95]

yontemi kullanildi.
a- Bradford Yontemi ile Protein Miktar Tayini

Bu yontem, Coomassie Blue G- 250 organik boyasinin proteinin asidik ve bazik gruplari
ile etkileserek mavi renk olusturmasini esas alir. Mavi rengin olusmasinda proteinin
aminoasit bilesimi (6zellikle arjinin gibi bazik amino asitler ve aromatik aminoasitler)
onemlidir. Coomassie Blue normalde 465 nm’de maksimum absorbans verirken

protein ile baglandigi zaman 595 nm’de maksimum absorbans verir.
Renk Reaktifinin Hazirlanmasi

100 mg Coomassie Blue G- 250, 50 ml %96 (v/v) etanolde ¢6zildikten sonra 100 ml
%85 (v/v) o-fosforik asit eklendi. Destile su ile 600 ml'ye tamamlandiktan sonra
Whatman (No:1) slizge¢ kagidindan stzildii ve 465 nm’deki suya karsi absorbansi
0.800 + 100A° olacak sekilde seyreltildi. Hazirlanan bu renk reaktifi koyu renkli cam bir

sisede saklanmalidir.
Deneyin Yapilisi

Bir eppendorf tiipiine 1000 pl Bradford ayiraci konuldu. Uzerine 10 pl protein miktari
tayin edilecek cozeltiden eklendi. Tip, Vorteks ile karistirildi. Olusan mavi renkli
¢Ozeltinin absorbansi spektrofotometrede, 595 nm’de ayira¢ korine karsi okundu.
Okunan bu absorbans degerinin sigir serum albumini ile cizilen standart grafige

uygulanmasi ile protein miktari % mg olarak saptandi.
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Total Protein Standart Egrisinin Cizilmesi

Sigir serum albuminin destile sudaki %100 mg’lik ¢ozeltisi hazirlandi. Bu stok ¢ozeltiden
uygun seyreltmeler ile %20 mg, %40 mg, %60 mg ve %80 mg’lik konsantrasyonlardaki
calisma cozeltileri hazirlandi. Elde edilen standart c¢oOzeltilere Bradford deneyi
uygulandi. Deney 10 kez tekrarlandi. Olciilen absorbans degerlerine en kiiciik kareler
yontemi uygulanarak serum albumini regresyon denklemi elde edildi ve standart egrisi

cizilerek protein miktarlari hesaplandi.

Cizilen standart egri ve bu egrinin regresyon denklemi asagida verilmistir (Sekil 7. 1).

0,7

0.6 1 y = 0,0059x
’ R?=0,9

0,5
0.4

0,3 A

Absorbans (595 nm)

0,2
0,1 A

O T T T T T
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Sekil 7. 1 Total protein standart egrisi

b- Azs0/A260 Warburg-Christian Yontemi ile Protein Miktar Tayini

Tirozindeki fenolik gruplar ve triptofandaki indolik gruplar nedeniyle bircok proteinin
280 nm’deki maksimum absorpsiyon gosterme Ozelliginden yararlanilarak ornekteki
proteini miktarinin yaklasik olarak bulunmasi icin kullanilan hizli bir yontemdir. 260
nm’de maksimum absorbiyon gosteren nikleik asitlerin 280 nm’de de absorbsiyon
yetenekleri oldugundan niikleik asit artiklari ile kontamine durumdaki ilk kaba ekstreler
ile calisildiginda hatali sonuglar elde edilebilir. Bunun 6niline gecmek icin Warburg ve
Christian tarafindan gelistirilmis bir seri hata dizeltme faktort kullanilir. Protein
¢Ozeltisinin saflik derecesi yikseldikce hatalar da en aza indirgendiginden, bu yontem

daha cok yari saf ve saf protein ¢ozeltilerine uygulanir.
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Deneyin Yapilisi

Kolondan elde edilen eluatlarin 280 ve 260 nm’deki absorbanslari elue edildikleri
tamponlara karsi spektrofotometrede okundu. A,s0/As60 Orani hesaplandi ve bu degere
uyan faktor cizelgeden bulundu. Cozeltinin icerigi protein miktari asagidaki formiile

gore hesaplandi(* 1cm’lik 1sik yolu).

Protein mg/ml = Faktor x Asgo (7.1)

Cizelge 7. 2 Ay50/Az60 Warburg-Christian yontemi ile protein miktar tayininde kullanilan
faktor cizelgesi

Azs0 / Azeo % Niikleik Asit Faktor*
1,75 0,00 1,116
1,63 0,25 1,081
1,52 0,50 1,054
1,40 0,75 1,023
1,36 1,00 0,994
1,30 1,25 0,970
1,25 1,50 0,944
1,16 2,00 0,899
1,09 2,50 0,852
1,03 3,00 0,814
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Cizelge 7. 2 Ay50/Az60 Warburg-Christian yontemi ile protein miktar tayininde kullanilan
faktor cizelgesi (devami)

0,979 3,50 0,776
0,939 4,00 0,743
0,874 5,00 0,682
0,846 5,50 0,656

1,36 1,00 0,994
0,822 6,00 0,632
0,804 6,50 0,607
0,784 7,00 0,585
0,767 7,50 0,565
0,753 8,00 0,545
0,730 9,00 0,508
0,705 10,00 0,478
0,671 12,00 0,422
0,644 14,00 0,377
0,615 17,00 0,322
0,595 20,00 0,278
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7.2.2 Pullulanaz Spesifik Aktivitesinin Olgiilmesi

Calismamizda H. jecorina QM9414 pullulanaz aktivitesi, indirgen seker yontemine gore
spektrofotometrik olarak yapildi [98]. Kiflin optimizasyonu sirasinda substrat olarak
olarak 0,1 M sodyum asetat tamponunda (pH=6,5) ¢Ozulmis %1 (w/v) pullulan
kullanild.

Pullulanaz Aktivite Tayininde Kullanilan Ayiraglarin Hazirlanmasi

Pullulanaz aktivitesi dinitrosalisilik asit (DNS) yontemine gore 6lcildi [96]. Yontem icin
kullanilan belirte¢ 3,5-dinitrosalisilik asit, sodyum-potasyum tartarat (Rochelle Tuzu),
fenol ve sodyum hidroksitten olusur. Rochelle tuzu belirteci ¢6ziinmis oksijenden
korumak icin, fenol renk miktarini arttirmak icin kullanilir. DNS indirgenirken sekerin

ylkseltgenmesi icin ortamin bazik olmasi gerektiginden NaOH kullanilir.

Ha o CHO HOL .0 o
\.‘_}__—_".l . o | i
i —f—H J T
.4’!‘-‘;5 ~<H Hb—— el L -:-___'_xt'” HO——
" . B Y : | | i ——0QH
L+ e, O f:'.\ B T o T |
"M o2, H | o K P FH, S
I I I
o o CHAOH = CHADH
3,5-dinitro salisilik asit

Glukoz 3-amino 5-nitro
salisilik asit
{karmizi kahwe)

(san) Glukonik asit

Sekil 7. 2 Ortamda serbest kalan seker miktarinin DNS yontemi ile belirlenmesi
sirasinda gerceklesen reaksiyon

Belirteg: 10 g 3,5-dinitrosalisilik asit, 10 g NaOH, 2 g Fenol ve 200 g Sodyum—potasyum
tartarat 800 ml bidestile suda ¢ozlildiikten sonra 1000 ml’'ye tamamlandi. Cozelti koyu

renkli bir sisede saklanmalidir.

0,1 M Sodyum asetat tamponu: 8,064 g sodyum asetat 980 ml destile suda ¢ozildi.
Cozeltinin pH’si IN HCl ile 6,5’e ayarlandiktan sonra hacmi destile su ile 1000 ml’'ye

tamamlandi.

Substrat c¢Ozeltisi: Substrat olarak kullanmak icin agirlikca %1 konsantrasyonda
pullulan, nisasta veya amilopektinin 0,1 M sodyum asetat tamponundaki (pH=6,5)

¢Ozeltisi hazirland.
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Pullulanaz Aktivitesinin Olgiilmesi

Bir deney tliplinde 1000 pl substrat ve 1000 pl enzim ¢ozeltisi karistirildi ve tip
37°C’deki su banyosunda 30 dk. bekletildi. Sonra tiip, reaksiyonu durdurmak icin 5 dk.
buz banyosunda bekletildi. 3000 pl DNS belirteci eklendi ve 5 dk. kaynar su

banyosunda tutuldu. Daha sonra tlipe 15 ml destile su eklendi ve karistirildi.

Ayni anda baska bir deney tipiine substrat ve enzim c¢o6zeltilerinin yerine 2000 pl
sodyum asetat tamponu (0,1 M, pH=6,5) konularak yukaridaki deney aynen

gerceklestirilerek kor hazirlandi.

Pullulanazin substrat Uzerine etkisi ile aciga ¢ikan glukoz yiikseltgenirken 3,5 dinitro
salisilik asidin indirgenmesi ile saridan kirmizi-kahverengiye doéniisen renk 540 nm

dalga boyunda kore karsi ol¢lldi.
Standart Glukoz Kalibrasyon Grafiginin Hazirlanmasi

0,1 M sodyum asetat tamponu (pH=6,5) icinde %1’lik glukoz ¢Ozeltisi hazirlandi. Bu
¢ozeltiden 0,2-1,0 mg/ml konsantrasyonlarinda seyreltik glukoz standartlari hazirlandi.
Enzim c¢oOzeltisi yerine bu seyreltik glukoz cozeltileri kullanilarak DNS metodu ile 540
nm’de absorbans o6lcimi yapildi. Her bir konsantrasyon icin denemeler 10 kez

tekrarlandi ve bulunan degerlerden, en kiiciik kareler yonteminin uygulanmasi ile

Cizilen standart egri ve bu egrinin regresyon denklemi asagida verilmistir (Sekil 7. 3).

1.4 y =1,2971x
1,2 | R2=0,9 PS
E 1 £
3 0,8 | s
g N
c 0,6
£
ﬁ 0,4 - .
<
0,2
0 . . . . .
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Konsantrasyon (g/ml)

Sekil 7. 3 Glukoz standart egrisi
57



7.2.3 Enzim Aktivitesinin Hesaplanmasi

1 Unite pullulanaz aktivitesi (U); standart kosullar altinda bir dakikada substrattan 1

umol glukoz olusmasini saglayan enzim miktari olarak tanimlandi.
a- Protein Miktarinin Hesaplanmasi

Total protein standart egrisi denklemi kullanilarak bulunan %mg protein miktarlar

100’e bolliinerek ml’deki protein miktari hesaplandi.
b- Total Unitenin Hesaplanmasi

Standart glukoz egrisi kullanilarak bulunan indirgen seker miktari asagidaki denklemde

yerine yazilarak total tnite (U/ml) hesaplandi.

Total Unite (U/ml) = [( mg indirgen seker / ml x 1000) / (t x Mg)] (7.2)
mg indirgen seker / ml : drnegin absorbansina karsilik gelen indirgen seker miktari
t : inkibasyon zamani (30 dk)

Mg : serbest birakilan indirgen sekerin (glukoz) molekdil

agirhgi (180 g/mol)
c- Spesifik Aktivitenin Hesaplanmasi

Total Unitenin ml'deki protein miktarina boélinmesi ile spesifik aktivite hesaplandi.

Spesifik aktivite U/mg protein olarak verildi.
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BOLUM 8

DENEYSEL CALISMA

8.1 Hypocrea jecorina QM 9414 Hiicrelerinin Gelistirilmesi
a- Kati Besiyerinin Bilegimi

H. jecorina QM9414 suslarinin biylime ortami icin MM-2 kati besi yeri ortami kullanildi
[97]. Bu besiyerinin bilesimi: 1 g MgS047H,0, 10 g KH,PO4, 6 g (NH4),S04, 3 g
CsHsNa307.2H,0, 10 g CsH1,0610 ve 20 g agar-agar 800 ml bidestile suda ¢ozildikten
sonra pH’si 2 olan eser element ¢ozeltisinden 20 ml eklenerek bidestile su ile hacmi

1000 ml’ye tamamlandi.

Eser element ¢ozeltisinin bilesimi: 250 mg FeS0,4.7H,0, 80 mg MnS04.7H,0ve 70 mg
ZnS04.H,0 800 ml bidestile suda ¢ozuldi ve 2N H,SO; ile pH=2 olacak sekilde

ayarlandiktan sonra hacmi 1000 ml’ye tamamlandi.

Hazirlanan kati besi ortami 20 dakika 121°C’de steril edildi. Daha sonra steril petri

kaplarinin 2/3'sini kaplayacak sekilde petrilere dékildi ve sogumaya birakildi.

b- Sivi Besiyerinin Bilesimi

Kati besiyerinde blylyen H. jecorina QM9414 suslarinin misel olusturmasi icin
astlandigi sivi besiyerinin bilesimi: 10 g kazein pepton, 10 g et ekstrakti, 5 g maya
ekstrakti, 20 g glukoz, 1 g Tween 80, 2 g K;HPO,4, 5 g sodyum asetat, 2 g amonyum

sitrat, 0,2 g MgS04.7H,0 ve 0,05 g MnSQO4.H,0 800 ml bidestile suda ¢ozildi. Cozeltinin

pH’si 1 N NaOH ile 6,5’e ayarlandiktan sonra destile su ile 1000 ml’ye tamamlandi. 500
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ml’lik genis boyunlu erlenlere 100’er ml olacak sekilde sivi besiyeri paylastirildi.

Erlenlerin agizlar gazl bez ile kapatilarak 20 dk. 121°C’de otoklavda steril edildi
c- Pullulanaz indiiksiyonu icin Kullanilan Besiyerinin Bilesimi

Sivi besiyerinde yetistirilen H. jecorina QM9414 misellerinin pullulanaz indiksiyonu igin
alindigi enzim Uretim ortaminin bilesimi: 10 g kazein pepton, 10 g et ekstrakti, 5 g maya
ekstrakti, 20 g glukoz, 1 g Tween 80, 2 g K;HPO,4, 5 g sodyum asetat, 2 g amonyum
sitrat, 0,2 g MgS04.7H,0 ve 0,05 g MnSQO4.H,0 800 ml bidestile suda ¢6zildi. Cozeltinin
pH’si 1 N NaOH ile 6,5’e ayarlandiktan sonra destile su ile 1000 ml’ye tamamlandi. 500
ml’lik genis boyunlu erlenlere 100’er ml olacak sekilde sivi besiyeri paylastirildi. Karbon
kaynag! olarak glukoz yerine agirlikca % 0,1, 0,5 ve 1,0 konsantrasyonda pullulan,
amilopektin veya nisasta ile desteklendi. Erlenlerin agizlari gazli bez ile kapatilarak 20

dk. boyunca 121°C’de otoklavda steril edildi.
d- Sterilizasyon

Hazirlanan kati ve sivi besiyeri ¢ozeltileri, yikama ve spor ¢ozeltisi hazirlamak icin
kullanilan destile sular 20 dk. 121°C’de otoklavda steril edildi. Kullanilan butiin cam ve
metal malzemeler, mikro pipet uclari, eppendorflar 120°C'deki etiivde 24 saat
tutularak steril edildi. Calismanin yapildigi tezgah %70'lik etil alkol ile silindikten sonra

bitlin calismalar bek alevi yaninda gerceklestirildi.
e- Hypocrea jecorina Kiiltiiriiniin Yenilenmesi

Kaf kaltlrleri, petri kutularinda +4°C sicaklikta saklandi. Kiltlirler, her ay taze kati

besiyerine asilama yapmak suretiyle yenilendi.
f- Kati Besiyerine Hypocrea jecorina Kiiltiiriin Ekilmesi

Hazirlanan kati besiyerine saf kiltirden ekim yapildi. Bunun icin saf kiltlirden alinan
kiicik miktarlar petrideki kati besi ortaminin ortasina birakildi ve 30°C’'de, 5-7 giin
inkiibe edildi. Bu slirenin sonunda, besi yeri ylizeyi tamamen sporlarla kaplandi. Saf
kiiltirden bu yol ile ¢ogaltilan mikroorganizma, spor ¢Ozeltisi hazirlamak ve enzim

Uretim ortamina asilamak amaciyla kullanildi.
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Sekil 8. 1 Kati besiyerinde buylitiilmis Hypocrea jecorina kiltlri

g- Spor Cozeltisinin Hazirlanmasi ve Sivi Besiyerine Kiltiiriin Asilanmasi

Kati besiyerinde blyutilen kiltlrin Gzerine 5 ml steril destile su eklendi ve petrinin
ylizeyindeki bitlin sporlar dikkatli bir sekilde c¢ozeltiye alindi. Bu sekilde mililitrede

5x10% spor iceren siispansiyon hazirlandi.

Daha once hazirlanan steril sivi besiyerlerine %1 (v/v) olacak sekilde spor ¢ozeltisi
astlandi. Erlenler, 30°C sicaklikta, 160 rpm’de 48 saat boyunca calkalamali inkiibatorde

bekletildi.
h- Yer Degistirme Yontemi ile Misellerin Enzim Uretim Ortamina Alinmasi

48 saat sonunda sivi besiyerinde misel olusumunu tamamlamis olan H. jecorina
miselleri steril stizge¢ kagidindan (Whatman no:1) vakum altinda sizuldi. Miseller iki
kez steril destile su ile yikandiktan sonra steril spatiil yardimiyla enzim Gretim ortamina

alindi. Erlenler, 30°C sicaklikta ve 160 rpm’deki calkalamali inkiibatore konuldu.

Sekil 8. 2 Asilama ve enzim Uretim ortamlarina alinan Hypocrea jecorina misellerinin
gelisme ortami
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8.2 Hypocrea jecorina’dan Pullulanaz indiiksiyonuna Etki Eden Optimum Kosullarin

Belirlenmesi

8.2.1 Pullulanaz Uretimi igin Uygun inkiibasyon Siiresinin Saptanmasi

inkiibasyon siiresinin pullulanaz indiiksiyonuna etkisinin saptanmasi icin yer degistirme
yapilarak enzim Uretim ortamina alinan miseller 30°C sicaklikta ve 160 rpm’deki
calkalamali inkibatorde 120 saat inkibasyona birakildi. Her 24 saatte 6rnek alinarak

pullulanaz aktivitesi ve protein miktar tayinleri yapildi.

8.2.2 Karbon Kaynaginin Pullulanaz indiiksiyonuna Etkisi

Kullanilan karbon kaynaginin ve konsantrasyonunun enzim indiksiyonuna etkisinin
saptanmasi icin karbon kaynagi olarak amilopektin, pullulan veya nisasta agirlikca
%0,1-0,5 ve 1,0 konsantrasyonda olacak sekilde enzim Uretim ortamina eklendi. %2
glukoz ile desteklenmis sivi besiyerinde 48 saat yetistirilmis miseller Ustte belirtildigi
sekilde hazirlanmis olan ve glukoz icermeyen enzim Uretim ortamina alinarak 30°C
sicakhkta ve 160 rpm’deki sogutmali-calkalamali inkiibatorde 120 saat inkiibasyona
birakildi. Her 24 saatte 6rnek alinarak pullulanaz aktivitesi ve protein miktar tayinleri

yapildi.

8.2.3 Ortamin pH’sinin Uremeye Etkisi

inkiibasyon ortaminin pH’sinin H. jecorina’dan pullulanaz tiretimine etkisini incelemek
icin %2 glukoz ile desteklenen sivi besiyerinin ve %0,5 amilopektin ile desteklenen
enzim Uretim ortaminin pH’lari 4,5 — 7,5 arasinda degisen degerlere ayarlandi. 24
saatin sonunda her bir ortamdan 6rnek alinarak pullulanaz aktivitesi ve protein miktar

tayinleri yapild.

8.2.4 Sicakhgin Uremeye Etkisi

Sicakligi 20-40°C arasinda degisen sivi besiyerinde yetistirilen H. jecorina miselleri yer
degistirme yapilarak agirlikca %0,5 amilopektin iceren enzim Uretim ortamina transfer

edildi. Erlenler 20-40°C arasinda degisen sicakliklardaki inkiibatore konuldu. 24 saatin
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sonunda her bir ortamdan o6rnek alinarak pullulanaz aktivitesi ve protein miktar

tayinleri yapild.

8.3 Pullulanazin Saflastirilmasi

8.3.1 Hypocrea jecorina’dan Ekstraselliiler Pullulanazin Elde Edilmesi

H. jecorina, agirlikca %2 glukoz ile desteklenen, pH’si 6,5 olan sivi besiyerinde 48 saat
inkiibe edildikten sonra olusan miseller agirlikca %0,5 amilopektin iceren ve pH’si 6,5
olan enzim Uretim ortamina alindi. 30°C'de ve 160 rpm’deki inklibatorde 24 saat
boyunca enzim Uretim ortaminda inkiibe edilen H. jecorina misellerinin +4°C’de vakum
altinda stzilmesi ile kaltir sivisi elde edildi. Bu kiiltlr sivisinda pullulanaz aktivitesi ve

protein miktar tayinleri yapildi.

a- Kiltir Sivisinda Pullulanazi Coktiiren Uygun Amonyum Siilfat Konsantrasyonunun

Saptanmasi

H. jecorina pullulanazini c¢oktlirecek uygun amonyum silfat konsantrasyonunu
belirlemek amaciyla 25 ml.lik 10 adet behere, 5'er ml kiltir sivisi konuldu. Birinci
behere ortamdaki konsantrasyonu %10 olacak sekilde toz amonyum silfattan yavas
yavas ilave edilerek karistirildi. Her beherde konsantrasyonu %10 arttirilarak, %90’a
kadar degisen oranlarda toz amonyum siilfat azar azar ilave edilerek karistirildi. Kultr
sivilari icindeki amonyum silfat tamamen c¢oziindikten sonra 30 dakika daha
karistirildi ve agizlan kapatilarak soguk dolapta bir gece bekletildi. Ertesi gin, her
beherdeki kiltiir sivisi 0°C'de 15000 rpm’de 30’ar dakika santrifiij edildi. En uygun
konsantrasyonun belirlenmesi icin ¢okeltideki protein miktarlari belirlendi. Elde edilen

sonuglardan en uygun amonyum siilfat konsantrasyonunun %60 oldugu saptandi.

b- Kiiltir Sivisinda Pullulanazin %60 Amonyum Siilfat Konsantrasyonunda

Coktiriilmesi

H. jecorina pullulanazini ¢oktiren en uygun amonyum silfat konsantrasyonunun %60
oldugu saptandiktan sonra kultir sivisina ortamdaki konsantrasyonu %60 olacak

sekilde toz amonyum siilfat azar azar ilave edildi. Soguk dolapta manyetik karistirici ile
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30 dakika karistirildiktan sonra agzi kapatilarak bir gece bekletildi. Ertesi giin, 0°C’'de
15000 rpm’de 30 dakika santrifiij edildi. Sipernatanti atildi. Cokelti pH’s1 6,5 olan 0,1
M sodyum asetat tamponunda ¢Ozildi ve hacmi 6lcildi. Bu ¢ozeltide pullulanaz

aktivitesi ve protein miktar tayinleri yapild.
c- Diyaliz

Kaltar sivisindaki pullulanaz, %60 amonyum siilfat konsantrasyonunda ¢oktirilda. Elde
edilen ¢okelti, amonyum silfati uzaklastirmak amaciyla dializ kesesine (genisligi 25
mm, ¢apl 16 mm) konuldu. Soguk dolapta 0,1 M sodyum asetat tamponu ile ¢ozelti sik
stk degistirilerek ve manyetik karistirici ile karistirilarak, c¢ozeltide silfat iyonu
kalmayincaya kadar diyaliz islemine devam edildi. Tamponun son kez degistiriimesine
karar verebilmek icin, diyalizde olan tampondan bir miktar alinip Gizerine %2’lik BaCl,
¢Ozeltisinden 1-2 damla damlatildi ve bulaniklik gérilmemesi sonucu diyaliz bitirildi
[98]. Dializ islemi tamamlanmis olan c¢ozelti, dializ kesesinde c¢oken kisimlari
uzaklastirmak amaciyla 0°C’de 15000 rpm’de 30 dakika santrifiij edildi. Ustteki berrak
¢Ozelti alindi ve %60 amonyum siilfat kesiti olarak adlandirildi. Pullulanaz aktivitesi ve
protein miktar tayini yapildiktan sonra uygun hacimlere boliinerek derin dondurucuda

sakland.

8.3.2 Dietilaminoetil (DEAE) -Seliiloz Kolon Kromatografisi
a- DEAE-Seliilozun Hazirlanmasi

10 g DEAE-seliloz 100 ml 1mM pH’si 7,6 olan sodyum fosfat tamponunda manyetik
kanistirici ile 30 dakika karistirildi. Cékmesi beklendi. Ustteki bulanik sivi atildi. Uzerine
tekrar ayni miktarda tampon ilave edildi. Bu islem birka¢ kez tekrarlandi. Bir gece oda
sicakhginda bekletildi. Ertesi giin Ustteki sivi dokiildi. Tekrar 1 mM tampon konuldu ve
30 dakika karistirildi. Bu yontemle sisirilmis olan DEAE-seliiloz kullanilarak saflastirma

islemlerine devam edildi.
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b- DEAE-Seliiloz Kolon Kromatografisi

8.3.2-a’da belirtilen sekilde sisirilmis olan DEAE-seliiloz, 1,75 cm c¢apindaki alt ucu ince
cam pamugu ile kapatilmis alt kismi musluklu bir cam kolona kolon yiksekligi 10 cm
olacak sekilde dolduruldu ve ig¢ kolon hacmi kadar pH’si 7,0 olan 0,5 mM sodyum
fosfat tamponu gecirilerek dengelendi. Kolona %60 amonyum silfat kesiti uygulandi.
Kolona sirasiyla 500 ml 0,5 mM sodyum fosfat tamponunda ¢6ziilmis 1 mM, 5 mM, 10
mM, 50 mM ve 100 mM NaCl gradienti uygulandi. Fraksiyonlar her tlipte esit hacim (3
ml) olacak sekilde toplandi. Tiiplerdeki ¢ozeltilerin absorbansi elue edildikleri tampona
karsi spektrofotometrede 280 nm’de okunarak elisyon grafigi cizildi. Ayrica
elisyonlardaki pullulanaz aktivitesi tayin edilerek total lnite degerleri ayni grafikte
gosterildi. Enzimatik aktivite gosteren tlplerdeki c¢ozeltiler bir araya toplandi ve bu
¢Ozeltinin pullulanaz aktivitesi ve protein miktar tayinleri yapildi. Cozelti uygun

hacimlere boliinerek daha sonra kullanilmak tGzere derin dondurucuda saklandi.

8.3.3 Sefadeks G-100 Kolon Kromatografisi
a- Sefadeks G-100’iin Hazirlanmasi

2 g Sefadeks G-100 500 ml’lik bir beherin icine konuldu. Uzerine 100 ml destile su

eklendi. Bir gece boyunca + 4°C’de sismesi icin bekletildi.
b- Sefadeks G-100 Kolon Kromatografisi

9.3.3-a’da anlatildigi sekilde sisirilmis olan Sefadeks G-100 manyetik karistiricida
karistirildiktan sonra, 1,75 cm capindaki alt ucu ince cam pamugu ile kapatiimis alt
kismi musluklu bir cam kolona kolon yliksekligi 12 cm olacak sekilde dolduruldu ve g
kolon hacmi kadar (75 ml) pH’si 7,0 olan 0,5 mM sodyum fosfat tamponu gegcirilerek
dengelendi. DEAE-seliiloz kolondan alinan ve 280 nm’de yiksek absorbans veren
eluatlarin birlestirilmesi ile Fraksiyon | elde edildi. Elde edilen bu fraksiyona 1 mM NacCl
gradiyenti uygulandi. Kolondan gelen fraksiyonlar her tlipe esit hacim (2,5 ml) olacak
sekilde toplandi. Tlplerdeki c¢ozeltilerin absorbansi elue edildikleri tampona karsi
spektrofotometrede 280 nm’de okunarak ellisyon grafigi cizildi. Ayrica ellisyonlardaki

pullulanaz aktivitesi tayin edilerek total tinite degerleri ayni grafikte gosterildi.
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8.3.4 Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE) ve Sodyum Dodesil Siilfat -
Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Enzimlerin molekiler agirliklari ve enzim fraksiyonuna ait aktivitenin analizi icin SDS-
PAGE ve PAGE sistemlerinden yararlanildi. Ticari pullulanaz (P1067), ham 6rnek, %60
amonyum silfat kesiti, DEAE-seliiloz kolondan alinan FRI ve Sefadeks G-100 kolondan
alinan FRIl protein icerikleri ayni olacak sekilde hazirlanarak SDS-PAGE’ye tabi
tutulurken Sefadeks G-100 kolondan alinan FR Il, enzim fraksiyonuna ait aktivitenin

belirlenmesi icin PAGE’ye tabii tutuldu [99].
Kullanilan Coézeltiler

A- Akrilamid stok ¢ozeltisi(g / 100 ml): 30 g akrilamid ve 0,78 g N,N’-
metilenbisakrilamid 80 ml bidestile suda c¢ozildiikten sonra hacmi 100 ml’ye

tamamlandi.

B- Ayirma jeli tamponu (g /1): 181,5 g Tris ve 4,0 g SDS bir miktar destile suda ¢ozildu
ve hacmi 980 ml’ye tamamlandi. Sonra 5 N HCl ile pH’si 8,8’e ayarlandiktan sonra

hacmi 1 litreye tamamlandi.

C- Toplama jeli tamponu (g / I): 60,5 g Tris ve 4,0 g SDS bir miktar destile suda ¢6zildi
ve hacmi 980 ml'ye tamamlandi. Sonra 0,1 N HCl ile pH’si 6,8’e ayarlandiktan sonra

hacmi 1 litreye tamamlandi.

D- Elektrod tamponu (g /1): 30 g Tris, 144 g glisin ve 10 g SDS bir miktar destile suda
¢Ozlldii ve hacmi 980 ml’'ye tamamlandi. Sonra 5 N HCl ile pH’siI 8,55’e ayarlandiktan

sonra hacmi 1 litreye tamamlandi. Tampon, kullanilacagi zaman on kez seyreltilerek

kullanildr.

E- Ornek tamponunu (g /100 ml): 0,76 g Tris, 3,0 g SDS ,10 ml gliserol, 5 ml B-merkapto
etanol ve 5,0 mg bromfenol mavisi bir miktar destile suda ¢6ziildii ve hacmi 90 ml’'ye
tamamlandi. Sonra 5 N HCl ile pH’si 6,8’e ayarlandiktan sonra hacmi 100 ml’'ye

tamamlandi.

Ayirma jeli tamponu, toplama jeli tamponu, elektrod tamponu ve 6rnek tamponu

PAGE sistemi icin kullanilacak ise SDS’siz olarak hazirlandi.
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F- Amonyum persilfat ¢cozeltisi (APS) (%10): 0,1g APS tartilarak 1 ml destile suda

¢Ozulda.

Yukarida hazirlanan stok cozeltiler kullanilarak SDS-PAGE ve PAGE sistemlerinde
kullanilmak UGzere ayirma jeli soliisyonu ve toplama jeli sollisyonu asagida anlatildigi

sekilde hazirlandi.

A- Ayirma jeli sollisyonu (%12): 12,5 ml akrilamid ¢ozeltisi, 7,5 ml ayirma jeli tamponu
ve 10,5 ml bidestile su karistirildi. Vakum altinda 5-10 dk gazi giderildi. Bu ¢ozeltiye 18
il N,N,N’,N” tetrametil etilendiamin (TEMED) ve 300 pl APS %10 (w/v) eklendi. Bu

soliisyon hemen kullanildi.

B- Toplama jeli sollsyonu (%5): 2,25 ml akrilamid ¢ozeltisi, 3,75 ml toplama jeli
tamponu ve 9 ml bidestile su karistirildi. Vakum altinda 5-10 dk gazi giderildi. Bu
cozeltiye 30 pul TEMED ve 100 pl APS %10 (w/v) eklendi. Bu soltisyon hemen kullanildi.

Boyama Cozeltisi

Boyama ¢ozeltisi: 0,05 g Coomassie Brillant Blue G-250, 25 ml etanol ve 5 ml glasiyel

asetik asit bir miktar destile suda ¢6zuldikten sonra 50 ml’ye tamamlandi.
Cam plakanin arasindan cikarilan jel hazirlanan boya ¢ozeltisinde bekletildi.
Boya Uzaklastirma Cozeltisi

Boya uzaklastirma ¢ozeltisi: 25 ml etanol, 8 ml glasiyel asetik asit destile suda 100

ml’ye tamamlandi.

Jele baglanan fazla boyanin uzaklastirilmasi icin jel, bir gece boyayl geri alma
¢Ozeltisinde bekletildi. Protein 6rneklerine baglanan boya jelden ¢cikmadigi halde jelin

diger bolgelerindeki boya ortamdan uzaklastirildi ve 6rnekler gortindr hale geldi.

8.3.4.1 PAGE

PAGE sistemi icin kullanilacak jel bilesenleri (ayirma jeli tamponu, toplama jeli
tamponu, elektrod tamponu ve 6rnek tamponu) 8.3.4 anlatildigi gibi fakat SDS’siz

olarak hazirlandi.
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Jelin Hazirlanmasi

Cam plakalar, taraklar, mandallar ve jel dokme kabini destile su ile yikandi, kurutuldu.
Uzerlerinde leke kalmamasina dikkat edildi. Cam plakalar sandvic seklinde birbirine

birlestirilerek jel dokme kabinine takildi ve mandallar yardimiyla sikistirildi.

Cam plakalarin yarisina gelecek sekilde ayirma jeli dékiildii. Uzerine diizgiin bir yiizey
olusturmasi icin 500 ul n-butanol ilave edildi. Polimerizasyon icin bir saat beklendi.
Polimerlesme islemi tamamlandiktan sonra n-butanol ¢ozeltisi jel ylizeyinden alindi ve
jel ylzeyi birkac kez destile su ile yikandi ve ters cevrilerek kalan suyun uzaklasmasi

saglandu.

Cam plakalarin kalan kismi toplama jeli ile dolduruldu. Kuyucuklarin acilmasi icin tarak

dikkatli bir sekilde jele takildi. Polimerizasyon icin bir saat beklendi.

Sonra dikkatlice tarak cekildi ve cam plakalar kabinden cikarildi. Yarisina kadar elektrod
tamponu doldurulmus tankin icerisine cam plaka yerlestirildi. Daha sonra cam plakayi

icine alacak sekilde elektrod tamponu ilave edildi.
Enzim Orneklerinin Jele Yiiklenmesi ve Yiiriitiilmesi

Polimerize olmus jeldeki tarak, olusan 6rnek yikleme gozleri yirtiimadan cikarildi ve
ornek yukleme tamponu ile 1/3 oraninda karistirilmis FR Il ve protein standardi olarak

kullanilan fruktoz-6-fosfat kinaz enzimi kuyucuklara yiklendi.

Ornek yiikleme islemi tamamlandiktan sonra 60 mA gerilim uygulanarak elektroforez
baslatildi. Ornekte bulunan bromfenol mauvisi jelin diger ucuna gelince elektroforez
sonlandirildi. Cam plaka tanktan cikarildi. FR II'yi ve protein standardini iceren jel ikiye
bolinerek standardi iceren kismi Coomassie Brillant Blue G-250 boyar maddesini
iceren boyama c¢ozeltisinde konularak bir gece bekletildi. Ertesi gin jel, boya

uzaklastirma ¢ozeltisine konuldu.

FR Il'yi iceren jel, %3 nisastali Na-asetat tamponu (pH=5.0) icerisinde 50°C’de
calkalamali inkiibatoér kullanilarak (50 dev/dak) 30 dakika inkiibe edildi. inkiibasyon

sonunda ligol ¢ozeltisi ile 5-10 dak. boyama yapilip, aktivite zonu arandi.
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8.3.4.2 SDS-PAGE
Kuyucuklara Yiiklenecek Orneklerin Protein igeriginin Belirlenmesi

Kolonlardan alinan FRI ve FRII eluantlari icin A,go / Asso orani hesaplandi. Bulunan
degere karsilik gelen faktor Warburg-Christian cizelgesinde bulundu (Cizelge 7. 2).
Asagidaki formiile gore ornek icerisindeki protein miktari hesaplandi. Ham 6rnek ve

%60 amonyum siilfat kesitinin protein icerikleri Bradford yontemi ile belirlendi.

Ticari pullulanaz ve denatlire edilmis 6rneklerin 0,0367 mg protein iceren hacimleri

hesaplanarak eppendorf tiiplerine pipetlendi.
Protein Standardinin Hazirlanmasi

Elektroforez islemi sonunda molekiler agirhklari dogru saptamak icin kuyulardan birine
icerigi ve molekiler agirhgi bilinen protein standardi (High range-Sigma S 8320)
pipetlendi. Protein standartinin icerigi gliseraldehid-3-P-dehidrojenaz (36 kDa),
ovalbumin (45 kDa), glutamik dehidrojenaz (55 kDa), albumin (66 kDa), fosforilaz B
(97,4 kDa), B-galaktozidaz (116 kDa) ve miyozin (200 kDa) seklindedir.

Marker 100 pl SDS-6rnek tamponunda ¢ozlildiikten sonra -20°C’de saklanmalidir.
3 ul marker, 17 ul SDS-6rnek tamponunda seyreltilerek elektroforez jeline uygulandi.
Orneklerin Denatiirasyonu ve Yiiklenmesi

Orneklere 20 pl %40’lik TCA eklendi. 30 dk. buz banyosunda bekletildi. 13000 rpm’de
+4°C'de 20 dk. santrifij edildi, slipernatant uzaklastirildi. Cokelti birka¢g damla %70’lik
etanol ile yikanarak kurutuldu. 40 ul SDS-6rnek tamponu eklendi. Cokelti tampona

alindi. 5 dk. kaynayan su banyosunda tutuldu.

Jel Gzerindeki kuyulara orneklerden 10’ar ul, markerdan 3 pl birakildi. Her 6rnek

ilavesinden sonra pipet elektrod tamponu ile yikandi.

Ornek yiikleme islemi tamamlandiktan sonra 60 mA gerilim uygulanarak elektroforez
baslatildi. Ornekte bulunan bromfenol mauvisi jelin diger ucuna gelince elektroforez

sonlandirildi. Cam plaka tanktan cikarildi.
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8.3.5 ince Tabaka Kromatografisi ile Nisastanin Hidroliz Uriinlerinin Belirlenmesi

Sefadeks G-100 kolonundan alinan eluatin (FR 1l) son drdninin ne oldugunu
belirlemek icin iTK yapildi. Bunun icin cam tiiplere FR II’den 40 pl pipetlendi, iizerine
ayni miktarda Na-asetat tamponunda (pH 5.0, 0.1 M) ¢6zinmus nisasta ¢ozeltisi (%1
w/v) eklendi. 30 dk 37°C’de inkiibe edildi.

Glukoz, galaktoz, laktoz, maltoz, maltotrioz, maltotetroz ve maltopentoz
standartlarinin destile su ile %1’lik ¢ozeltileri hazirlandi. 10x12 cm ebatindaki iTK
tabakas! kursun kalemle altindan 1 cm Ustiinden 0.5 cm olacak sekilde ¢izildi. Ornekler
ve standartlar iTK tabakasinin alt ucuna 4 pl hacimlerde uygulandi. Tabaka, icinde
(5:3:2) oraninda butanol:etanol:su karisimindan olusan mobil fazin bulundugu tanka
yerlestirildi. Ylriime bittikten sonra tabaka kurumasi icin bir gece oda Isisinda

bekletildi.
Spotlarin Boyanmasi

ITK sonucu olusan spotlar anilin-fosforik asit ayiraci ile boyanarak belirlendi. Ayirac su

sekilde hazirland:
Cozelti A: 15 ml anilin n-butanol ile 100 ml’ye tamamlandi.
Cozelti B: 30 ml o-fosforik asit n-butanol ile 100 ml’'ye tamamlandi.

Bir beherin icine 20 ml ¢ozelti A ile 50 ml ¢ozelti B konuldu. Olusan ¢okelti ¢c6ziinene
kadar iyice karistirildi, c6ziinmeyen kisim stzilerek uzaklastirildi. Ayirac sprey kutusuna
konularak iTK tabakasinda hic boyanmamis yer kalmayana kadar piskirtildii. Tabaka

125°C’deki etlivde 10-15 dk isitildi.

8.3.6 Hypocrea jecorina’dan Elde Edilen Pullulanazin Kinetik Ozelliklerinin

incelenmesi

H. jecorina’dan elde edilen pullulanazin kinetik 6zelliklerini, sicakhgin ve pH’nin etkisini

incelemek icin saflastirilmis enzim ¢ozeltisi kullanildi.
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8.3.6.1 Pullulanaz Aktivitesinin Degisik Substratlara Olan ilgisinin Belirlenmesi

0,1 M Na-asetat (pH=6,5) tamponunda %1 (w/v) konsantrasyonda amilopektin ve
pullulan, 0,1 M Na-asetat (pH=5,0) tamponunda %1 (w/v) konsantrasyonda nisasta
¢Ozeltileri hazirlandi. Substrat olarak bu c¢ozeltiler kullanilarak ayri ayri 37°C’'de total

Unite ve protein tayini yapildi. Enzim spesifik aktivitesi hesaplandi.

8.3.6.2 Hypocrea jecorina pullulanazinin optimum pH’si

4-9 araligindaki pH’larda farkh tamponlarda %1 (w/v) konsantrasyonda nisasta,
amilopektin ve pullulan ¢ozeltileri hazirlandi. pH=4-6,5 araliginda Na-asetat tamponu,

pH=7"de Na-fosfat tamponu, pH=8-9 araliginda ise Tris/HCl tamponu kullanildi.

Farkli pH’lardaki tamponlarda hazirlanan farkh substratlar kullanilarak 37°C’de total

Unite ve protein tayini yapilarak enzim spesifik aktivitesi hesaplandi.

8.3.6.3 Hypocrea jecorina pullulanazinin optimum sicakhgi

En vyiksek aktivite gosterdikleri pH degerlerindeki tamponlarda %1 (w/v)
konsantrasyonda nisasta, amilopektin ve pullulan c¢o6zeltileri hazirlandi. 25°-85°C
arahigindaki sicakliklarda substrat ve enzim c¢ozeltisi 30 dk inkiibe edildikten sonra
normal aktivite deneyine devam edildi. Protein tayini ve farkli sicakliklarda total tnite

tayini yapilarak spesifik aktivite hesaplandi.

8.3.6.4 Hypocrea jecorina Pullulanazinin Aktivasyon Enerjisinin Belirlenmesi

H. jecorina pullulanazinin, 25-65°C arasindaki aktivite degerlerinin logaritmasi ile

sicaklik 1/T (K*) arasinda ¢izilen grafikten enzimin aktivasyon enerjisi hesaplandi.

8.3.6.5 Hypocrea jecorina Pullulanazinin Termal Stabilitesi

H. jecorina pullulanazinin termal stabilite 6zelligini belirlemek amaciyla; enzimin 10-
100°C arasinda 5 dk. arayla 30 dk. siresince inkiibasyonu sonrasi, korudugu enzim
aktivitesi degerleri, pH=6,5 Na-asetat tamponunda c¢6zilmis, %1 (w/v)

konsantrasyondaki amilopektin substrat olarak kullanilarak 6lctldi.

71



Her bir sicakliktaki bekleme siiresi sonunda yapilan 6lcimlerden elde edilen aktivite

degerleri % aktiviteye donustlrildi. Zamana karsi % korunan aktivite grafigi cizildi.

8.3.6.6 Hypocrea  jecorina  Pullulanazinin Aktivitesi Uzerine  Substrat

Konsantrasyonunun Etkisi

Amilopektin, nisasta ve pullulan substratlarinin 0,1 M Na-asetat tamponunda % 0,5-
1,0-1,5-2,0-2,5 (w/v) konsantrasyondaki c¢ozeltileri hazirlandi. Substrat olarak bu
¢Ozeltiler kullanilarak total Unite tayini yapildi. Lineweaver—Burk dogru denkleminden

ve grafikten bu substratlar icin Kmve Vmax degerleri hesaplandi.

8.3.6.7 Cesitli iyon ve Bilesiklerin Hypocrea jecorina Pullulanazinin Aktivitesi Uzerine

Etkileri

Calismamizda yilzey aktif maddelerin, organik ve anorganik bilesiklerin H. jecorina

pullulanaz aktivitesi Gzerine etkileri incelendi.

Organik bilesiklerin H. jecorina pullulanazinin aktivitesine etkisini incelemek icin 20
mM'’lik etilen-diamintetraasetikasit (EDTA), 2-iyodoasetamid, (re, (1,4)-ditiyoeritrol, B-
merkaptoetanol, gliserol, formaldehit, tGre ve %1’lik sigir serum alblimini (BSA) gibi

organik bilesiklerin sudaki ¢ozeltileri hazirlandi.

+1, +2 ve +3 degerlikli bazi anorganik bilesiklerin H. jecorina pullulanaz aktivitesi
Uzerine etkileri incelendi. Bu nedenle +1 degerlikli NaCl, KI ve gimdis nitratin 20
mM’lik; +2 degerlikli FeCl,, CaCl,, CuSQ4, MgCl,, LiSQ4, , NiCl,, CoCl,, kursun asetat’in 20
mM’lik; +3 degerlikli FeCls’tin 20 mM’lik ¢ozeltileri hazirlandi.

Yiizey aktif maddelerin H. jecorina pullulanaz aktivitesi Gzerine etkilerini incelemek icin

Tween-80 ve Triton X-100 gibi deterjanlarin sudaki %1’lik ¢ozeltileri hazirlandi.

Bu bilesiklerin enzim aktivitesi Gizerine etkilerini tayin etmek icin 200 ul bilesiklerin sulu
cozeltilerinden alindi. Uzerine 800 pl enzim ¢ozeltisi ve 1000 pl substrat eklendi. Tip
37°C’deki su banyosunda 30 dk. bekletildi. Sonra tiip, reaksiyonu durdurmak i¢in 5 dk.
buz banyosunda bekletildi. 3000 pl DNS belirteci eklendi ve 5 dk. kaynar su
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banyosunda tutuldu. Daha sonra tipe 15 ml destile su eklendi ve karistirildi. 540 nm’de

kore karsi absorbansi 6l¢tldi.

Amilopektin ile elde edilen sonuglar (kontrol) 100 kabul edilerek her bir bilesik icin %

aktivite degeri hesaplandi.
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BOLUM 9

SONUCLAR VE ONERILER

9.1 Hypocrae jecorina’da Pullulanaz Aktivitesini Etkileyen Fizyolojik Kosullar

9.1.1 inkiibasyon Siiresinin ve Karbon Kaynaginin Hypocrea jecorina’da Pullulanaz

indiiksiyonuna Etkisi

H. jecorina’dan pullulanaz Uretimine, inkiibasyon siresinin ve karbon kaynaginin
etkisini arastirmak icin yapilan calismalarda enzim Uretim ortaminda karbon kaynagi
olarak agirlikca % 0,1-0,5 ve 1,0 konsantrasyonlarda pullulan, amilopektin veya nisasta

kullanildr.
a- Pullulanin Enzim Uretimine Etkisi

% 2 glukoz ile desteklenmis ortamda 48 saat siiresince kiiltive edilen H. jecorina bu
slirenin sonunda % 0,1; 0,5 ve 1,0 konsantrasyonda pullulan ile desteklenen enzim
uretim ortaminda 120 saat siresince inkiibe edildi. Her 24 saat sonunda alinan
orneklerde total Unite ve protein miktar tayini yapilarak spesifik aktivite (Sekil 9. 1,
Sekil 9. 2 ve Sekil 9. 3) hesaplandi. % 1 pullulan ile desteklenen enzim Uretim
ortamindaki misellerin 120 saat sonunda en yliksek pullulanaz spesifik aktivitesine

sahip oldugu belirlendi.
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Sekil 9. 1 Pullulan iceren ortamda pullulanaz aktivitesinin inkiibasyon siresine gore
degisimi
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Sekil 9. 2 Pullulan iceren ortamda protein miktarinin inklibasyon siiresine gore degisimi
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Sekil 9. 3 Pullulan iceren ortamda inklibasyon siresinin pullulanaz spesifik aktivitesine
etkisi
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b- Nisastanin Enzim Uretimine Etkisi

%2 glukoz ile desteklenmis ortamda 48 saat siresince kiiltive edilen H. jecorina bu
siirenin sonunda %0,1; 0,5 ve 1,0 konsantrasyonda nisasta ile desteklenen enzim
Uretim ortaminda 120 saat siresince inkiibe edildi. Her 24 saat sonunda alinan
orneklerde total Unite ve protein miktar tayini yapilarak spesifik aktivite (Sekil 9. 4,
Sekil 9. 5 ve Sekil 9. 6) hesaplandi. % 1 nisasta ile desteklenen enzim (retim
ortamindaki misellerin 24 saat sonunda en yiiksek enzim spesifik aktivitesine sahip

oldugu belirlendi.
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Sekil 9. 4 Nisasta iceren ortamda pullulanaz aktivitesinin inkibasyon sliresine gore
degisimi
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Sekil 9. 5 Nisasta iceren ortamda protein miktarinin inklibasyon siresine goére degisimi
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Sekil 9. 6 Nisasta iceren ortamda inkibasyon stiresinin pullulanaz spesifik aktivitesine
etkisi

c- Amilopektinin Enzim Uretimine Etkisi

%2 glukoz ile desteklenmis ortamda 48 saat siresince kiiltive edilen H. jecorina bu
slirenin sonunda %0,1; 0,5 ve 1,0 konsantrasyonda amilopektin ile desteklenen enzim
uretim ortaminda 120 saat siresince inkiibe edildi. Her 24 saat sonunda alinan
orneklerde total Unite ve protein miktar tayini yapilarak spesifik aktivite (Sekil 9. 7,
Sekil 9. 8 ve Sekil 9. 9) hesaplandi. % 0,5 amilopektin ile desteklenen enzim lretim
ortamindaki misellerin 24 saat sonunda en yiiksek enzim spesifik aktivitesine sahip

oldugu belirlendi.
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Sekil 9. 7 Amilopektin iceren ortamda pullulanaz aktivitesinin inklibasyon siresine gore
degisimi
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Sekil 9. 8 Amilopektin iceren ortamda protein miktarinin inkiibasyon siresine gore

degisimi
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Sekil 9. 9 Amilopektin iceren ortamda inkiibasyon siresinin pullulanaz spesifik
aktivitesine etkisi

9.1.2 Kiiltiir Ortaminin pH’sinin Hypocrea jecorina’da Pullulanaz indiiksiyonuna

Etkisi

%2 glukoz ile desteklenen sivi besiyerinin ve %0,5 amilopektin ile desteklenen enzim
Uretim ortaminin baslangi¢c pH’lari 4,5-8,5 araliklarina ayarlandi. Sivi besiyerinde 48
saat biyutllen H. jecorina miselleri farkli pH degerlerine sahip enzim Uretim ortamina
alindi. inkiibasyondan 24 saat sonra alinan érneklerde total linite ve protein miktar
tayinleri yapildi. pH’si 6,5 olan enzim lretim ortaminda en yiksek pullulanaz aktivitesi
elde edilirken (Sekil 9. 10 ve Sekil 9. 11), pH=4,5"te mikroorganizmanin lremedigi

gorulda.
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Sekil 9. 10 Kiltlr ortaminin pH’sinin Hypocrea jecorina’da pullulanaz indiiksiyonuna
etkisi
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Sekil 9. 11 Kiltlr ortaminin pH’sinin Hypocrea jecorina’da pullulanaz spesifik
aktivitesine etkisi

9.1.3 Kiiltiir Ortaminin Sicakhginin Hypocrea jecorina’da Pullulanaz indiiksiyonuna

Etkisi

inkiibasyon sicakhginin H. jecorina tarafindan indiiklenen pullulanaz aktivitesine
etkisini saptamak amaciyla hazirlanan enzim lretim ortamina sivi besiyerinde Uretilen
mikroorganizma eklendi ve bu lretim ortami 20°C - 40°C arasinda degisen sicakliklarda,

calkalamali inkiibatorde inkiibe edildi.

inkiibasyonun 24. saatinde alinan érneklerde yapilan total linite ve protein élciimleri
sonunda ise 30°C sicaklikta pullulanaz aktivitesinin en yliksek degere ulastigl tespit
edildi. 40°C’de misel olusumu gozlenmedi. Elde edilen sonuglar Sekil 9. 12 ve Sekil 9. 13

‘de gosterilmistir.
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Sekil 9. 12 Kiltlr ortaminin sicakhginin Hypocrea jecorina’da pullulanaz indliksiyonuna
etkisi

0,7
0,6 ~
0,5
0,4

0,3 v

Spesifik Aktivite (Unite/mg protein)

20 25 30 35 40
inkiibasyon Sicakhg (°C)

Sekil 9. 13 Kiltlr ortaminin sicakhginin Hypocrea jecorina’da pullulanaz spesifik
aktivitesine etkisi

9.2 Hypocrea jecorina Pullulanazinin Saflastiriimasi

9.2.1 Uygun Amonyum Siilfat Konsantrasyonu

H. jecorina kiltir sivisinda pullulanazi  ¢oktiiren uygun amonyum siilfat
konsantrasyonun; c¢okeltideki protein absorbansi degerinin en fazla oldugu doygunluk

derecesi olan %60 degeri oldugu belirlendi (Cizelge 9. 1).
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izelge 9. 1 %10-90 doygunlukta (NH;),S04 ¢oktliirmesi sonunda ¢oken proteinin
Cizelg g ¢ ¢ p
absorbans degerleri

(NH4),SO4 Doygunlugu Cokeltideki Protein

(%) Absorbansi (595 nm)
10 0,062
20 0,080
30 0,124
40 0,135
50 0,200
60 0,242
20 0,180
30 0,160
920 0,062

9.2.2 DEAE-Seliiloz Kolon Kromatografisi

%60 doygunlukta amonyum silfat ¢oktirmesi yapildiktan sonra dializlenen 6rnek
dengeye getirilmis DEAE-seliiloz kolona verildi. Kolona sirasiyla 500 ml 0,5 mM sodyum
fosfat (pH 7,0) tamponunda ¢ozilmis 1 mM, 5 mM, 10 mM, 50 mM ve 100 mM NaCl
gradienti uygulandi. 3 ml olacak sekilde toplanan fraksiyonlarin absorbansi elue
edildikleri tampona karsi spektrofotometrede 280 nm’de okunarak ellisyon grafigi
cizildi. Ayrica ellsyonlardaki pullulanaz aktivitesi tayin edilerek total Gnite degerleri

ayni grafikte gosterildi (Sekil 9. 14). Enzimatik aktivite gosteren 2., 3., 4., 5., 8., 9., 10.
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ve 11. tiiplerdeki ¢cozeltiler bir araya toplanarak fraksiyon | (FR 1) elde edildi. Fraksiyon

I'in pullulanaz aktivitesi ve protein miktar tayinleri yapildi.

15 0,3

—=—Protein

——Pullulanaz aktivitesi .

(U/ml) E

£ 0,253

c P

2 $

8 E

£ X

80, 02 N

2 2

o &

3

3

o

0,15

1 4 7101316192225283134374043464952555861646770737679
Tiip sayisi

Sekil 9. 14 DEAE-seliiloz kolon kromatografisi grafigi

9.2.3 Sefadeks G-100 Kolon Kromatografisi

DEAE-sellloz kolonundan elde edilen fraksiyon | ¢ozeltisine uygulanan Sefadeks G-100
kolon kromatografisi sonucunda kolondan alinan 5. eluatta en yiksek enzim aktivitesi

saptandi (Sekil 9. 15).
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Seki 9. 15 Sefadeks G-100 kolon kromatografi grafigi
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Saflastirma Adimlari

Ham Ekstre

%60 (NH,4),S04 kesiti

DEAE-Seliloz
FR-I

Sefadeks G-100
FR-II

Cizelge 9. 2 Hypocrea jecorina’dan pullulanazin saflastirma evreleri

Toplam
Hacim

(ml)

40

10

Protein
(mg/ml)

1,4915

0,9084

0,4038

0,1467

Toplam
Protein

(mg)

59,66

9,084

3,2304

0,44
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Aktivite
(U/ml)

0,1825

0,2052

0,2293

0,1991

Toplam
Aktivite

(V)

7,3023

2,0529

1,834

0,60

Spesifik
Aktivite
(U/mg
protein)

0,1224

0,226

0,5679

1,3572

Saflastirma
Orani

1,85

4,63

11

% Verim

100

28

25

8,2
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9.2.4 PAGE

Pullulanazin H. jecorina’dan saflastirilmasi sirasinda elde edilen Sefadeks G100 eluati
FRII ve protein standardi olarak kullanilan fruktoz -6-fosfat kinazin (102 kDa) dogal jel
elektroforezi sonucu Sekil 9.16’da goriilmektedir. Sekil 9. 16’da gorildigi gibi sefadeks
G-100 eluatinda tek bir aktivite bandi saptandi. Jelin aktivite boyamasi sonucunda

enzimin 130,56 kDa agirliginda oldugu goralda..

130,56 kDa
102 kDa

Sekil 9. 16 Pullulanazin saflastirilmasi sirasinda standart proteinin (fruktoz -6-fosfat
kinazin) ve Sefadeks G -100 kolon eluatinin (FR Il) aktivite bantlarinin PAGE’de
gosterilmesi

9.2.5 SDS-PAGE

Pullulanazin H. jecorina’dan saflastiriimasi sirasinda elde edilen ham oOrnek, %60
amonyum silfat kesiti, DEAE-selliloz ve Sefadeks G-100 cikisli eluatlarin safligini kontrol
etmek icin yapilan SDS-PAGE sonugclari Sekil 9. 17'de goriilmektedir. Ayni zamanda
molekil agirligi bilinen standart protein bantlari kulanilarak H. jecorina pullulanazinin
molekil agirhg! da tayin edilmistir. Sekil 9. 16’da gorildigi gibi ham 6rnekte pek ¢ok
bant gorilirken Sefadeks G-100 kolonundan c¢ikan eluatlarda tek bir bant

gorilmektedir.
Protein Molekil Agirhgi Standardi (High range-Sigma S 8320)
Pullulanaz ( Klebsiella pneumoniae’den, Sigma 1067)
Ham ornek
%60 Amonyum silfat kesiti
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DEAE-sellloz kromatografisinden elde edilen FR-

Sefadeks G-100 kromatografisinden elde edilen FR-II

Da 1 2 3 4 5 6
205,000 —— -

s
116,000 —

97,400 ——

66,000— R
55,000 ——

45,000——

Sekil 9. 17 Pullulanazin saflastirilmasi asamalarinda elde edilen 6rneklerin SDS-PAGE

elektroforezi

SDS-PAGE uygulanarak molekil agirhgr tayininde kullanilan standart proteinler ile
cizilen egriden, saflastirilan pullulanazin molekil agirliginin 130,56 kDa oldugu saptandi

(Sekil 9. 18). Buna gore saflastirilan enzimin monomer yapida oldugu gorildd.

2
3
£

2 y =-2,7994x+ 5,3715

R2=0,9671
1
0 . .
0 0,1 0,2 03 0,4 0,5 0,6 0,7

Rf

Sekil 9. 18 SDS-PAGE sonucunda molekdl agirliklar bilinen standart proteinler yardimi
ile eluantin molekil agirhiginin hesaplanmasinda kullanilan In Mw — Rf grafigi
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9.3 ince Tabaka Kromatografisi ile Hidroliz Uriinlerinin Belirlenmesi

ITK plakasi yiiksek isili etiivde yakilarak spotlar gériiniir hale getirildi. Sefadeks G -100
kolon eluatinin son (riiniiniin glukoz oldugu gorildi (Sekil 9. 19). iTK’de gériilen

spotlar sirasiyla (soldan saga) asagidaki maddelere karsilik gelmektedir:

1. Glukoz, 2. Galaktoz, 3. Laktoz, 4. Maltoz, 5. Maltotrioz, 6. Maltotetroz,

7. Maltopentoz, 8. Sefadeks G -100 kolon eluati-FR Il

Sekil 9. 19 Sekil 9. 25 ince tabaka kromatografisi ile hidroliz tiriinlerinin belirlenmesi

9.4 Hypocrea jecorina’dan Elde Edilen Pullulanazin Bazi Ozelliklerinin incelenmesi

9.4.1 Substrat Spesifikligi

Pullulanazin degisik substratlara olan ilgisinin incelendigi ¢alismanin sonunda elde
edilen degerler Sekil 9. 20°de gosterildi. Bulgulara gére enzim amilopektin ve nisasta

substratlarina yiksek ilgi gostermektedir.

L L 9o
o N ®

o
o)

Spesifik aktivite (U/mg protein)
°©o o o o
N w S

o =
L

T
Pullulan Amilopektin Nisasta

Substrat

Sekil 9. 20 Pullulanazin farkh substratlara olan ilgisi
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9.4.2 Hypocrea jecorina Pullulanazinin Farkli Substratlara Gére Optimum pH’si

%1 (w/v) konsantrasyonundaki nisasta, amilopektin ve pullulanin substrat olarak
optimum pH degerleri saptandi (Sekil 9. 21). Buna gore pullulan ve amilopektin icin bu
deger pH=6,5 iken nisasta icin pH=>5,0 olarak belirlendi. Nisasta ve amilopektinin asidik
alanda etkin olduklari, pH bazik alana dogru kaydikca enzimin bu substratlara karsi
ilgisini azaldigi gorildi. Buna karsin enzimin pullulana olan ilgisi notr ve bazik alanda

artis gosterdi.

0,9
0,8 e=pumPullulan
= - === Amilopektin
*EO'? - e d==Nisasta
o
206
£
B 0,5 "\
£oa
=
£o03
-
g 02 ‘_\
& -
0,1 L‘ % ‘-
4 5 6 6,5 7 8 9
pH

Sekil 9. 21 Hypocrea jecorina pullulanazinin farkh substratlari icin optimum pH
degerleri

9.4.3 Hypocrea jecorina Pullulanazinin Farkli Substratlara Gére Optimum Sicakhgi

Calismamizda H. jecorina pullulanazinin genis bir sicaklik araliginda aktif oldugu
gozlendi. Enzim aktivitesi icin gereken optimum sicaklik 35-65°C arasindadir. 85°C’de
enzim aktivitesi azalmistir. Bu sicaklikta nisasta optimum aktivitesinin %22’sini,

amilopektin ise %55’ini korumustur (Sekil 9. 22).
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Sekil 9. 22 Hypocrea jecorina pullulanazinin farkli substratlari icin optimum sicaklk
tayini

9.4.4 Hypocrea jecorina’dan Saflastirilan Pullulanazin Aktivasyon Enerjisinin

Hesaplanmasi

H. jecorina pullulanazinin aktivasyon enerjisini hesaplamak amaciyla 25-65°C arasinda
Olciilen aktivite degerlerinin logaritmasina (log A) karsi sicaklik (1/T) degerleri arasinda
cizilen grafigin dogru denkleminden enzimin aktivasyon enerjisi 0,6178 kcal.mol™

bulundu (Sekil 9. 23).

0,1
1/T (K-1) x 10-3
0 t
2,9 3 3,1 3,2 3,3 3,4 3,5
-0,1
-0,2
<<
="]
o 03 y =-0,1359x- 0,0428
i R2=0,9525
-0,4
os **\4\.
-0,6

Sekil 9. 23 Hypocrea jecorina pullulanazi aktivitesinin logaritmasi (log A) ile 1/T (K™)
arasindaki iliski
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9.4.5 Hypocrea jecorina Pullulanazinin Sicaklik Stabilitesi

H. jecorina pullulanazinin sicaklik stabilitesi 10-100°C arasinda ¢alisildi ve sonuglar %
bagil aktivite olarak verildi. H. jecorina pullulanazi, 30 dk. stresince 40-70°C arasinda
sabit kaldi. Enzimin, 20°C ve 30°C sicakliklardaki 30 dk.’lik ink{ibasyonu sonucunda
aktivitesinin sirasiyla %75 ve %84’Unl korudugu gozlendi. Enzimin ayni inkibasyon
stresinde 10°C ve 80°C’de aktivitesinin %33’Unl; 90°C ve 100°C’de ise %43’lni
kaybettigi gorilda (Sekil 9. 24). Bu sonuglar H. jecorina pullulanazinin nispeten
termostabil bir enzim oldugunu ve yiksek sicaklik gerektiren hidroliz islemlerinde

kullanilabilecegini gosterdi.

120
100 .
-
£ 80
@
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=
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Sekil 9. 24 Hypocrea jecorina pullulanazinin termal stabilitesi

9.4.6 Substrat Konsantrasyonunun Hypocrea jecorina Pullulanazinin Aktivitesi

Uzerine Etkisi

H. jecorina pullulanazinin K., ve V. degerleri Lineweaver—Burk denkleminden

yararlanilarak hesaplandi. Substrat olarak amilopektin, nisasta ve pullulan kullanildi.

y eksenine absorbans degerlerini x eksenine amilopektin konsantrasyonlarini yazarak
Lineweaver-Burk grafigini cizdigimiz zaman Vmax= 3,3145 AA/dk, K= 10,7 mg/ml
(0,0107 g/ml) olarak belirlendi (Sekil 9. 25).

89



1,2

y=0,0034x+ 0,3017
14 RZ=0,9962

1/V (Absorbans)

-150 -100 -50 o] 50 100 150 200 250

1/S (ml/g)

ekil 9. 25 Hypocrea jecorina pullulanazinin %0,5-2,5 (w/v) amilopektin
S yp J p ,5-2, p

konsantrasyonuna karsi cizilen Lineweaver-Burk grafigi

y eksenine absorbans degerlerini x eksenine nisasta konsantrasyonlarini yazarak grafigi

cizdigimiz zaman Vmax= 3,3211 AA/dk, K= 15,5 mg/ml (0,0155 g/ml) olarak belirlendi

(Sekil 9. 26).

14 y = 0,0047x+ 0,3011
R2=0,9921

1/V (Absorbans)

-100 -50 o] 50 100 150 200 250

1/s(ml/g)

Sekil 9. 26 Hypocrea jecorina pullulanazinin %0,5-2,5 (w/v) nisasta konsantrasyonuna
karsi cizilen Lineweaver-Burk grafigi

y eksenine absorbans degerlerini x eksenine pullulan konsantrasyonlarini yazarak
grafigi cizdigimiz zaman Vmax= 3,818 AA/dk, Kn= 38,4 mg/ml (0,0384 g/ml) olarak

belirlendi (Sekil 9. 27).
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Sekil 9. 27 Hypocrea jecorina pullulanazinin %0,5-2,5 (w/v) pullulan konsantrasyonuna
karsi cizilen Lineweaver-Burk grafigi

9.4.7 Hypocrea jecorina Pullulanazinin Aktivitesi Uzerine Cesitli iyon ve Bilesiklerin

Etkisi

Cesitli bilesiklerin H. jecorina pullulanaz aktivitesi lizerine etkileri Cizelge 8. 1’de verildi.
Cesitli iyonlarin enzim aktivitesine tizerine etkisi calisildi. Fe** ve Cu®* iyonlarinin enzimi
cok fazla etkilemedigi goruldi. Fe*, Pb*, Ag", Li**, Mg?, Na'*, K** ve Ni** ve Co*'
iyonlarinin ise enzim aktivitesi Gzerine ihmli bir etkiye sahip olduklari gézlendi. CoCl,’iin
% 26,90’lik aktivasyon yiizdesine sahip oldugu belirlendi. Bununla beraber Ca** iyonunu

enzim aktivitesinde %2,26 oraninda inhibisyona sebep oldu.

Tween 80 ve Triton X-100 gibi yizey aktif maddelerin pullulanaz stabilitesi Gzerine
etkileri arastirildi ve enzimin bu maddelerin varliginda oldukc¢a stabil oldugu belirlendi.
Tween 80 ve Triton X-100 maddelerinin aktivasyon ylzdeleri sirasiyla %1,40 ve %11,50

olarak bulundu.

Ayrica cesitli kimyasal ajanlarin etkisi de incelendi. H. jecorina pullulanazi aktivitesi
Uzerine c¢esitli bilesiklerin etkisi incelendiginde EDTA, iyodoasetamid, gliserol,
ditiyoeritrol veya formaldehitin reaksiyon karisimina eklenmesinin enzimatik aktiviteyi

arttirdigi goriildii. B-merkaptoetanol ve lirenin enzimi inhibe ettigi bulundu.
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Cizelge 9. 3 Hypocrea jecorina pullulanazinin aktivitesi (izerine gesitli iyon ve bilesiklerin

etkisi

Madde Konsantrasyon Aktivite Aktivasyon (%)
Kontrol 100 0
Tween 80 %1 101,40 1,40
EDTA 20 mM 101,75 1,75
FeCl,.4H,0 20 mM 104,29 4,29
CuS0,4.5H,0 20 mM 104,29 4,29
FeCl;.6H,0 20 mM 110,48 10,48
Triton X-100 %1 111,50 11,50
Kursun asetat 20 mM 114,84 14,84
AgNO3 20 mM 115,40 15,40
iyodoaestamid 20 mM 120,96 20,96
LiSO4.H,0 20 mM 122,37 22,37
BSA %1 122,47 22,47
Gliserol 20mM 122,65 22,65
MgCl,.6H20 20 mM 123,28 23,28
NaCl 20 mM 123,35 23,35
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Cizelge 9. 3 Hypocrea jecorina pullulanazinin aktivitesi lizerine gesitli iyon ve bilesiklerin

DL-Ditiyoeritrol

Kl

NiCl,

Formaldehit

COC|2.6H20

Madde

Merkaptoetanol

CaCI2.5H20

Ure

etkisi (devami)

20 mM

20 mM

20 mM

20 mM

20 mM

Konsantrasyon

20 mM

20 mM

20 mM

93

123,70

123,91

123,95

124,05

126,90

Aktivite

98,48

97,74

91,69

23,70

23,91

23,95

24,05

26,90

inhibisyon (%)

1,52

2,26

8,31



BOLUM 10

TARTISMA

Polisakkaridlerin enzimatik hidrolizi ve modifikasyonu biyoteknoloji alaninda biyiik bir
ilgi yakalamistir. Amilazlar, pullulanazlar, ve glukoamilazlar gibi nisasta hidrolizleyen
termostabil enzimler gida, kimya ve ila¢c endUstrilerinde biylk bir Gneme sahiptir. Bu
dogal kaynakli sekerlerin potansiyel kullanimi hem glukoz/fruktoz suruplarinin Gretimi
icin hem de fermente olmayan karbonhidratlarin, antikanserojenik ve firincilikta

kullanilan antibayatlama ajanlarinin sentezi icin kullanishdir [64].

Nisastadan endustriyel glukoz tiretimi her biri nisasta Gzerinde farkh etkiye sahip olan
a-amilazlar, a-glukozidazlar, pullulanazlar gibi bir seri amilolitik enzimi iceren iki adimh
bir islemdir. Birinci adim (sivilastirma), konsantre nisasta slispansiyonunu (%30-40’lik)
farkli polimerizasyon derecelerine sahip ¢dziinir dekstrin ¢dzeltisine dénistiirir. ikinci
adim boyunca (sakkarifikasyon) bu dekstrinler glukoza hidrolizlenir. Nisastanin
enzimatik hidrolizi termofilik amilazlar kullanilarak artan sicakliklarda (90°-110°C)
gerceklestirilmektedir. Bu tip enzimler ya kimyasal modifikasyonlar veya mutajenez ile
turetiimekte ya da dogal olarak mikroorganizmalardan elde edilmektedir. Yiksek
sicakhklarda aktif olan amilolitik enzimlerden direkt olarak nisasta isleme

endustrilerinde faydalanilmaktadir [100].

Yapilan literatlir c¢alismalarinda pullulanazin  H. jecorina’dan indiiksiyonu,
optimizasyonu ve saflastirilmasi ile ilgili herhangi bir calismaya rastlanmamistir.
Pullulanazlarin cogu bakteriyal ve arkesel kaynaklardan saflastirilmis ve karakterize
edilmistir. Termostabil tip | pullulanazlar Bacillus acidopullulolyticus, Bacillus

flavocaldarius KP1228, Thermus aquaticus YT-1, Thermus caldophilus GK-24, Bacillus
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thermoleovorans gibi aerobik termofilik bakterilerden ve Caldocellulosiruptor
saccharolyticus, Fervidobacterium penivorans ve Thermotoga marinita gibi anaerobik
termofilik bakterilerden karakterize edilmistir. Bacillus  stearothermophilus,
Thermoanaerobacter ethanolicus 39E, Clostridium thermohydrosulfuricum, Clostridium
thermohydrosulfurogenes, Geobacillus sp L4, Bacillus sp KSM-1378, Bacillus sp TS-23,
Bacillus circulans F-2, Bacillus sp XAL601, Thermoanaerobacterium thermosulfurigenes
EM1, Thermoanaerobacterium thermosaccharoliticum ve Thermoanaerobacter B6A
gibi termofilik ve hipertermofilik mikroorganizmalardan elde edilen enzimlerin ¢ogu tip
Il pullulanazlardir. Bu enzimler baslica Pyrcoccus furiosus, Thermococcus litoralis,
Desulfurococcus mucosus, Thermococcus hydrothermalis, Pyrcoccus woesii gibi
termofilik arkealardan izole edilmistir [10], [91]. Bu c¢alhsma ile pullulanaz H.
jecorina’dan ilk kez saflastirildi. Bu nedenle ¢alismamizda pullulanaz H. jecorina’dan ilk

kez saflastirilmaya calisiimistir.

ilk olarak H. jecorina’nin biiyiimesine ve pullulanaz indiiksiyonuna etki eden fiziksel
kosullar incelendi. Karbon kaynagi olarak %2 glukoz iceren sivi besiyerinde 48 saat 160
rpm hizinda calkalanarak biyutilen H. jecorina bu kiltlir ortamindan alinarak, karbon
kaynagi olarak glukoz yerine farkh konsantrasyonlarda pullulan, nisasta veya
amilopektin polisakkaridlerini iceren enzim lretim ortamina konuldu. 24 saatlik kiltir
siipernatantinda aktivitenin en yiksek oldugu olcildi. Kullanilan mikroorganizmaya
bagh olarak optimum inkiibasyon siiresi degisiklik gostermektedir. Bakteriyel
pullulanazlar icin Kunamneni ve Singh [6] ile Vishnu vd. [90] inklibasyonun 48., Gomes
vd. [91] 16., Roy vd. [101] 20., Ramesh vd. [102] ise 24. saatindeki slpernatantta
optimum aktiviteyi bulmuslardir. Ayrica amilopektin konsantrasyonlarinin pullulanaz
aktivitesinin indiksiyonu Uzerine anlamli bir etkiye sahip oldugu goérildi. Blyime
ortaminin ve enzim Uretim ortaminin optimum pH degeri 6,5 ve optimum sicakligi 30°C

olarak saptandi.

Enzim indlksiyonu icin optimum kosullar belirlendikten sonra bu kosullarda indiiklenen
pullulanazi ¢coktirecek uygun (NH4),SO4 konsantrasyonunu belirlemek amaciyla %10-
90 arasinda degisen araliklarda (NH4),SO4 ¢oktirmesi yapildi ve en uygun degerin %60

oldugu bulundu. Bu degerde ¢oktirilen ham enzim diyalizlenerek %60 (NH;),SO4 kesiti

95



elde edildi. Boylece kismi olarak saflastirilan pullulanaz elde edildi. Yapilan literatir
calismasinda amonyum siilfat c¢oktlirmesi icin en uygun doygunluk degeri %35-80

arasinda bulunmus ve bu deger genellikle %60 olarak ¢alsiimistir [86], [90].

H. jecorina pullulanazinin pullulan, nisasta ve amilopektin substratlarina olan ilgisi
incelendi. Pullulanaz aktivitesi substrat olarak nisasta kullanildiginda 0,6879 U/mg
protein olarak, amilopektin kullanildiginda ise 0,6321 U/mg protein olarak bulundu. En
distk enzim aktivitesi substrat olarak pullulan (0,0553 U/mg protein) kullanildig
zaman elde edildi. Daha Onceki calismalarda da pullulanazin substrat olarak guar
galaktomannan, fitoglikojen, amilopektin, dekstrin gibi pullulandan baska maddeleri de
substrat olarak kullandigi gorilmustiir [103], [104]. Anaerobranca gottschalkii
pullulanazinin spesifik aktivitesi 0,33 U/mg protein [91], Lactobacillus amylophilus GV6
pullulanazinin spesifik aktivitesi 0,34 U/ml.dk. [90], Thermococcus siculi HJ21
pullulanazinin aktivitesi 11,3 U/mg protein [86] ve Geobacillus thermoleovorans US105
pullulanazinin spesifik aktivitesi 36 U/mg protein olarak [89] bulunmustur. Enzimin

spesifik aktivitesi kullanilan enzim kaynagina gore degisiklik gostermektedir.

Pullulanazin pH arahginin 3,0-12,0 arasinda degisiklik gosterdigi fakat optimum
pH’sinin genellikle 5,0-7,0 arasinda bulundugu cesitli calismalarda goriilmektedir.
Bacillus cereus [105], Thermoanaerobacter suslari [106], Bacillus acidopullulyticus
[107], Fervidobacterium pennivorans [108] ve Desulfurococcus mucosus [109], Bacillus
sp. [6] pullulanazlarinin optimum pH’lari 5,0 olarak; Bacteroides thetaiotamicron [110],
Lactobacillus amylophilus GV6 [90] ve Thermus aquaticus [111] pullulanazlarinin
optimum pH’lari ise 6,5 olarak belirtilmistir. Calismamizda H. jecorina pullulanazinin
optimum pH’si substrat olarak nisasta kullanildiginda 5,0; pullulan veya amilopektin

kullanildiginda ise 6,5 olarak bulundu.

Pullulanazin optimum sicakhginin 40-100°C arasinda degistigi cesitli arastirmacilar
tarafindan belirtilmistir. Calismamizda H. jecorina pullulanazinin 35-65°C arasinda genis
bir optimum sicaklik araligina sahip oldugu gozlendi. Nisastanin sakkarifikasyonu
isleminde sakkarifikasyon adimi 55-60°C araliginda gerceklesmektedir. 60-100°C
arasinda aktif olan ve o0Ozellikle amilopektinin dallanma noktalarina etki eden

termostabil pullulanazlar daha etkin ve daha hizli dontstiim reaksiyonlarina izin verdigi
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icin Ozel bir ilgiye sahip olmaktadir. Yapilan ¢calismalar Geobacillus stearothermophilus,
Micrococcus sp., Geobacillus thermovoleovorans US105, Bacillus acidopullulyticus,
Klebsiella aerogenes ve Klebsiella pneumoniae pullulanazlarinin da benzer sicaklik
araliklarinda aktif olduklarini géstermektedir [88], [112-115] . H. jecorina pullulanazinin
85°C’de 30 dk.’lik inkiibasyonu sonucunda aktivitesinin %55’ini korudugu belirlendi. 90-
100°C’'de araliginda ayni inklibasyon siiresinde ise aktivitesinin %43’lini kaybettigi
bulundu. Enzimler optimum sicakliklarina bagl olarak mezofilik (40-60°C), termofilik
(50-80°C) ve hipertermofilik (>80°C) olarak siniflandirilabilirler. Saflastirilan pullulanaz
termofilik mikroorganizmalardan saflastirilan  pullulanazlar ile benzer etki
gostermektedir. Bu optimum sicaklik, saf enzimin potansiyel endistriyel islemler icin

uygun olabilecegini gostermektedir.

Calismamizda H. jecorina pullulanazinin kinetik degerleri amilopektin, nisasta ve
pullulan icin hesaplandi. Bu substratlar icin K., degerleri sirasiyla 10,7 mg/ml, 15,5
mg/ml ve 38,4 mg/ml olarak bulunurken Vn.x kinetik degerleri sirasiyla ve 3,3145
AA/dk., 3,3211 AA/dk. ve 3,818 AA/dk. olarak bulundu. Bu degerler ayni sirayla
Bacillus suptilis pullulanazi i¢in 27,609 U/dk. ve 1,284 mg/ml [116], termofilik Bacillus
sp. AN-7 pullulanazi i¢in 1,3 mg/ml ve 154 U/mg ve olarak bulunmustur [6]. Singh [88],
pullulanazin Ky, ve Vmax kinetik sabitlerini farkl substratlar kullanarak belirlemistir. Buna
gore sirasiyla bu degerleri pullulan icin 4 mg/ml ve 0,23 U/dk., ¢6zunur nisasta icin 11,1

mg/ml ve 0,20 U/dk., dekstran icin 40 mg/ml ve 1,25 U/dk. olarak hesaplamistir.

PAGE elektroforezi sonucunda enzimin molekil agirligi 130,56 kDa olarak tayin edildi.
Yapilan SDS-PAGE elektroforezi sonucunda ise enzimin monomer yapida oldugu
bulundu. Yapilan bircok arastirma cesitli kiif ve bakteri kaynaklarindan elde edilen
pullulanazlarin molekil agirliklarinin 53-240 kDa arasinda degistigini gostermistir.
Pullulanazin saflastiriimasi ile ilgili yapilan bazi calismalarda enzimin molekil agirliginin
Geobacillus stearothermophilus’da 53 kDa [113], Thermus caldophilus’da 65 kDa [117],
Bacillus acidopullulyticus’da 97 kDa [118], Zea mays'da 100 kDa [119], Bacillus sp.
[120], Klebsiella aerogenes ve Klebsiella pneumoniae [115], Micrococcus sp. [114],

Thermoanaerobacter thermohydrosulfuricus [121] suslarinda 120 kDa, Geobacillus
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thermoleovorans’da 160 kDa [89] ve Fervidobacterium pennivorans’da ise 240 kDa

[108] olarak belirlenmistir.

H. jecorina pullulanazinin nisastayi hidrolizi ile olusan son uriiniin belirlenmesi ince
tabaka kromatografisi ile yapiimistir. Son riin glukoz olarak belirlenmistir. Bu sonug

daha 6nce yapilan calismalarla uygunluk géstermektedir [10, 90, 108].

Calismamizda H. jecorina pullulanazinin aktivasyon enerjisi 0,6178 kal/mol olarak
bulunmustur. Bacillus acidopullulytics pullulanazinin Arrhenius esitligi ile hesaplanan
aktivasyon enerjisi 34,29 kj/mol olarak bulunmustur [88].

Cesitli bilesiklerin ve metal iyonlarinin H. jecorina pullulanaz aktivitesi Gzerine etkisi

2* jyonlarinin ve EDTA’nin enzim aktivitesini ¢ok fazla

incelendiginde Fe®*, Cu
etkilemedigi; Fe**, Pb?, Li**, Mg®*, Ni**, Na'*, K**, Ag"*, iyonlarinin ve ditiyoeritroliin ise
enzim aktivitesi lUzerine pozitif bir etkiye sahip olduklari gézlendi. Enzimin Tween 80 ve
Triton X-100 gibi ylizey aktif maddelerin varliginda oldukca stabil oldugu belirlendi.
Bununla beraber Ca®* iyonunun, B-merkaptoetanol ve re gibi kimyasal ajanlarin enzim
aktivitesinde ©6nemsenmeyecek degerde inhibisyona sebep oldugu gorilda.
Kobalt(ll)klorliriin ~ enzim  aktivitesini  %26,90 arttirdigi  belirlendi.  Bacillus
acidopullulytics pullulanazi aktivitesi lizerine potansiyel metal iyonlarinin ve enzim
inhibitdrlerinin etkisi arastirilmis; Ca* ve Mn*? iyonlarinin eklenmesi enzim aktivitesini
arttirmis, Cu™ ve Hg™ ise aktivitenin tamamen yok olmasina sebep olmustur [88].
Bacillus sp. AN-7 pullulanazi, Hg* iyonlari ile tamamen inhibe olmustur. Ca®,
ditiyoeritrol ve Mn*? ise enzimin aktivitesini baskilamistir [6]. NaCl veya KCl varligi
Anaerobranca gottschalkii pullulanazi aktivitesini etkilememistir. Ayrica Ba**, Sr**, Ca*",

2+

Mg?*, Mn®", Ni**, veya Fe?*, gibi divalent katyonlarin klorirlii tuzlari da aktiviteyi

etkilememistir. [91].
Sonug olarak H. jecorina’dan pullulanaz ilk kez saflastiriimistir. Buna gore;

e Pullulanazin H. jecorina’dan indiiklenmesi icin optimum pH 6,5 ve sicakhk 30°C
olarak bulundu. En uygun karbon kaynagi ve konsantrasyonu % 0,5 amilopektin
olarak belirlendi. Optimum inkibasyon siresi ise 24 saat olarak belirlendi. H.

jecorina’dan pullulanaz 11 kez saflastirildi.
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e H. jecorina’dan saflastirilan pullulanazin molekiil agirligi PAGE elektroforezi
sonucunda 130,56 kDa oldugu, SDS-PAGE elektroforezi sonucunda ise monomer

yapida oldugu bulundu.

e H. jecorina pullulanazinin amilopektin ve pullulan substratlarina gére optimum

pH’sI 6,5; nisasta substratina gore 5,0 oldugu bulundu.

e H. jecorina pullulanazinin 35-65°C arasinda genis bir optimum sicaklik araligina

sahip oldugu gozlendi.

e H. jecorina pullulanazinin nisastay! hidrolizi ile olusan son uriin iTK ile belirlendi.

Hidroliz Griinin glukoz oldugu gorulda.

e H. jecorina pullulanazinin kinetik degerleri amilopektin, nisasta ve pullulan igin
hesaplandi. Bu substratlar icin K., degerleri sirasiyla 10,7 mg/ml, 15,5 mg/ml ve
38,4 mg/ml olarak bulunurken maksimum reaksiyon hizi Vmax kinetik degerleri

sirasiyla ve 3,3145 AA/dk., 3,3211 AA/dk. ve 3,818 AA/dk. olarak bulundu.
e H. jecorina pullulanazinin aktivasyon enerjisinin 0,6178 kal/mol oldugu belirlendi.

e H. jecorina pullulanazi aktivitesi tGizerine bazi iyonlarin etkisi incelendiginde Fe**
(4.29%) ve Cu™ (4.29%) iyonlarinin enzim aktivitesini ¢ok fazla etkilemedigi
goruldu. Fe** (%10,48), Pb*" (%14,84), Ag'* (%15,40), Li** (%22,37), Mg*" (%23,28),
Na'* (%23,35), K} (%23,91), Ni** (%23,95) ve Co** (%26,90) iyonlarinin ise enzim
aktivitesi Gzerine tlimli bir etkiye sahip olduklari gozlendi. Bununla beraber

Ca®"(%2,26) iyonunun ise enzimi inhibe ettigi belirlendi.

e Tween 80 ve Triton X-100 gibi ylzey aktif maddelerin pullulanaz stabilitesi
Uzerine etkileri arastirildi. Tween 80'in %1,40 ve Triton X-100'Gn %11,50

oraninda enzimi aktive ettikleri bulundu.

e H. jecorina pullulanazi aktivitesi Gzerine cesitli bilesiklerin etkisi incelendiginde
EDTA'nin (%1,75), iyodoasetamidin (%20,96), gliseroliin (%22,65), ditiyoeritrolin
(%23,70) veya formaldehitin (%24,05) reaksiyon karisimina eklenmesinin
enzimatik aktiviteyi arttirdigi gorildii. B-merkaptoetanoliin %1,52, CaCly’nin

%2,26, Grenin %8,31 oraninda enzimi inhibe ettigi bulundu.
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Elde edilen sonuclara gore H. jecorina’dan indiiklenen ve saflastirilan pullulanazin
termostabil bir enzim oldugunu soyleyebiliriz. H. jecorina pullulanazi genis bir sicakhk
arahiginda (35-60°C) aktiftir. Ylksek sicakliklarda (90-100 °C) aktivitesinin %43’Uni
kaybetmistir. Bu nedenle nisasta endistrisinde yiksek sicaklik gerektiren hidroliz
islemlerinde kullanilabilecegi ve H. jecorina’nin bu enzim icin gelistirilebilecek iyi bir

indikleyici olabilecegi kanisindayiz.
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