GIRIS

1.1. Enzimlerin Endiistriyel Uygulamadaki Yeri

Giintimiizde mikroorganizmalar metabolik ve enzimatik cesitliligiyle 6nemli bir
endiistriyel kaynaga sahiptir. Geleneksel endiistriyel mikrobiyoloji, ekmek, bira, sarap,
alkollii icecekler, sirke, peynir, siit ve sebzelerin saklanmasinda, tursu ve damagimiza
hos gelen diger fermente iiriinleri elde etmede binlerce yildir mikroorganizmalardan
onemli faydalar saglamistir. Endiistriyel mikrobiyolojinin ikinci biiyiik evresi 20.
yiizyilin baslarinda baslamistir. Endiistriyel fermantasyonun bu altin ¢aginda, ilk biiyiik
Olcekli fermantasyon yontemleri ile ¢oziiciiler, organik asitler, vitaminler, enzimler ve
diger {riinlerin  tiretimi  yapilmistir.  20. yiizyihln  ortasinda  antibiyotik

fermantasyonlariyla penisilin ve streptomisinin iiretim islemleri baslamistir.

Mikrobiyal kaynaklarin kullanimina bagh olarak, endiistriyel enzimlerin gelisimi,
yavas bir sekilde olmustur. Endiistriyel enzim pazar1 1998’de 1.6 milyar dolara
ulagmistir. Bu pazarin % 45’1 besin (% 11°1 nisastanin islenmesini temsil etmekte),
% 34’u deterjan, % 11’1 tekstil, % 3’ deri, % 1.2°si kagit hamuru ve kagit
endiistrisinde uygulama alanina sahiptir. Buna tanisal ve tedavi edici enzimler dahil
edilmemistir. 2000 yilinda, endiistriyel enzim pazart 2 milyar dolara ulasirken,

giiniimiizde ise bu pazar gittik¢e biiylimektedir (Barredo, 2005).

Mikroorganizmalar bizim icin bir¢ok nedenden Onemlidir, fakat en Onemlisi
tiretilme degeridir. Bitki ve hayvanlardan veya kimyacilar tarafindan sentez edilebilen
maddelerin iiretimi yerine, mikroorganizmalarin kullaniminin asil nedenleri sunlardir:

»  Yiizey alanmmin hacme oranin biiyiik olmasi, metabolizma ve biyosentezin
desteklenmesi icin gerekli besinlerin hizli girigini kolaylastirmaktadir.

»  Mikroorganizmalar ¢ok ¢esitli reaksiyonlar1 yapabilme yetenegindedirler.



»  Farkli cevrelere adapte olma yetenekleri sayesinde, mikroorganizmalarin
dogadan laboratuar erlenine veya fabrika fermentoriine nakledilmesi kolaydir.

»  Ucuz karbon ve nitrojen kaynaklarinda gelisebilme yetenekleri sayesinde
oldukca degerli bilesiklerin iiretimi yapilabilmektedir.

> Tarama islemlerinin ¢ok basit olmasi binlerce mikroorganizmanin oldukc¢a kisa
zamanda incelenmesine izin vermektedir.

»  Genis bir cesitlilige sahip olmalar1 nedeniyle, farkli tiirlerin ayni reaksiyonu
katalizleyen oldukca farkli enzimleri iiretmeleri, reaktordeki isletim sartlarina
gore bir esneklik saglar.

»  Genetik manipulasyonlarin kolayligi sayesinde hem in vivo hem de in vitro
olarak binlerce kata kadar iiretimi artirmak, yapilar1 ve aktiviteleri degistirmek ve
tiimiiyle yeni iiriinleri yapmak gibi kulanim nedenleri vardir (Barredo, 2005).
Mikroorganizmalarin  hepsi endiistriyel olarak kullanilmamakla birlikte

“endiistriyel mikroorganizmalar” iirettikleri bir veya birden fazla spesifik iirtine gore cok
dikkatli bir sekilde klasik tarama teknikleriyle dogadan sec¢ilmektedirler (Ogawa and
Shimizu, 1999). Endiistriyel mikroorganizmalarin biitiin suslarinin tek kaynagi dogadir.
Bir endiistriyel fermantasyon isleminin gelistirilmesindeki ilk asama yada diger bir
deyisle dogadan secilen bir mikroorganizmanin endiistriyel olarak kullanilabilmesinin
birinci sarti, istenilen spesifik iiriinii diger mikroorganizmalardan ¢ok daha fazla
tretebilmesidir. O  halde Oncelikle,istenilen {iiriinii en fazla iretebilen
mikroorganizmanin, dogadan secilerek izole edilmesi gerekmektedir.Bunun icin
gerekliyse once bir zenginlestirme uygulandiktan sonra agar ortaminda istenilen iiriiniin
tiretilip iiretilmedigi test edilmelidir. Bu test, genellikle agar ortaminda biiyiiyen
kolonilerin etrafinda olusan metabolit difiizyonun olusturdugu zon capinin dl¢iilmesiyle
belirlenmektedir (Mgller et al., 2004; Lowe et al., 2005). Ortam bilesenleri aranan
metabolotin secimine uygun olarak diizenlenmelidir. Ornegin; enzimler icin bir
goriintiileme yapilirken, ortamin aranan enzim icin gerekli indiikleyicileri icermesi ve

enzim sentezini baski altina alan bilesenleri icermemesi gerekmektedir.



Eleme yapildiktan sonra bir endiistriyel susun gelistirilmesinde yani veriminin
arttirrlmasinda kullanilan klasik mikrobiyal biyoteknolojik yontemlerin en Onemlisi,
mutasyon-seleksiyondur. Mutasyon vejetatif olarak haploit safhada bulunan
mikroorganizmalar i¢in ¢ok etkin olurken, diploid veya c¢ok nukleuslu
mikroorganizmalarda pek kullanilmamaktadir. Endiistriyel bir mikroorganizmanin
gelistirilmesinde kullanilan diger bir yontem genetik rekombinasyondur. Bu nedenle,
endiistriyel mikroorganizmanin seksiiel veya bazi paraseksiiel islemlerde genetik
rekombinasyon yeteneginde olmasi istenmektedir. Seksiieliteye sahip olmayanlarda
hibrit olusturmak i¢in “protoplast fiizyon” teknigi de oldukca yararlidir. Enzimatik
regiilasyon yaparak da endiistriyel suslarin verimliliklerinin arttirilmast yaygin olarak
kullanilan bir tekniktir. Klasik mikrobiyal biyoteknolojik yontemlerin disinda son
yillarda endiistriyel sus gelistirmede siklikla kullanilan diger bir teknik de genetik
miihendislik yontemleri kullanarak rekombinant mikroorganizmalarin olusturulmasidir

(Reilly, 1999; Nielsen and Borchert, 2000; Eltem, 2004; Barredo, 2005).

Endiistriyel olarak temel olan 6énemli iiriinler mikrobiyal hiicreler, enzimler ve
metabolitlerdir. Birinci grupta istenen iiriin hiicrenin kendisidir. Ekmekgilikte, gida katki
maddesi olarak ve hayvan yemi olarak kullanilan maya hiicreleri en onemli Ornektir.
Maya hiicreleri endiistriyel olarak biiyiik 6lcekte iiretilerek, amaca gore yas veya kuru
formda kullanilmaktadir (Gupta et al., 2003). Yemeklik olarak iiretilen sapkali
mantarlarda (kiiltiir mantarlari) bu gruptandir. Mikroorganizmalar tarafindan ¢ok cesitli
enzimler iiretilmektedir. Ticari olarak oneme sahip olan bazi enzimler mikrobiyal
fermantasyon islemleriyle biiyilkk oOlceklerde iiretilmektedir. Bunlara nisastayi
(amilazlar), proteinleri (proteazlar, renin) ve yaglar1 parcalayan (lipazlar) enzimleri
ornek olarak verebiliriz. Ayrica diger onemli endiistriyel enzimlere fruktoz surubu
eldesin de kullanilan, biiyiilk miktarlarda iiretilen glikoz izomeraz ile yari-sentetik
penisilinlerin endiistriyel olarak yapiminda kullanilan penisilin acilaz enzimini O6rnek
verebiliriz (Crabb and Shetty, 1999; Van der Maarel et al., 2002). Mikrobiyal

metabolitler (primer ve sekonder metabolitler), mikroorganizmalarin gelisimi icin temel



ve temel olmayan kiiciik molekiiller olup, endiistriyel olarak 6nemlidirler. Tiim canl
hiicrelerin ara metabolizmalarinin son iiriinleri veya ara iiriinleri olan primer metabolitler
(amino asitler, niikleotidler, vitaminler, organik asitler ve etanol) cok kiiciik
molekiillerdir. Mikrobiyal sekonder metabolitler ise sagligimiz ve beslenmemiz i¢in asiri
derecede Onemlidirler. Bu gruba antibiyotikler, diger tibbi bilesikler, toksinler,
pestisitler, hayvan ve bitki gelisim faktorleri dahildir (Bennet and Klich, 1992; Pandey et
al., 2000; Eltem, 2004)

Biitiin organizmalar hiicresel faaliyetlerini siirdiirebilmek i¢in kiiciik miktarlarda
cok cesitli enzimleri tiretmektedir. Giiniimiize kadar tanimlanmis olan 3000’den fazla
enzimin biiylikk bir ¢ogunlugu mezofilik organizmalardan izole edilmektedir. Buna
karsilik baz1 enzimler bazi organizmalar tarafindan ¢ok yiliksek miktarlarda iiretilmekte
ve hiicre icinde tutulmayarak hiicre disina salgilanmaktadir. Ekstraseliiler enzimler
olarak isimlendirilen bu enzimler protein, nisasta ve seliiloz gibi suda c¢oziinmeyen
polimerleri parcalama yetenegindedir. Bu ekstraseliiler enzimlerin bazilar1 gida, tekstil
ve ila¢ endiistrilerinde kullanilmaktadir ve mikrobiyal sentez yoluyla biiyiik miktarlarda
tiretilmektedir (Bennet and Klich, 1992; Crabb and Shetty, 1999; Maheshwari et al.,
2000; Pandey et al., 2000; Van der Maarel et al., 2002; Gupta et al., 2003; Eltem, 2004).

Son yillarda enzim terminolojisinde ortaya c¢ikan yeni bir terim olan
“ekstremozimler” ise ekstrem cevrelerde yasayan prokaryotlardan elde edilen enzimleri
ifade etmektedir. Ekstremozimler, ekstrem olarak yiiksek sicaklik, diisiik sicaklik, cok
yiiksek tuz, cok yiiksek asit veya alkalin pH’larda yasayan ve “ekstremofiller” olarak
isimlendirilen mikroorganizmalar tarafindan {iretilmektedir. Bu enzimleri yiiksek
miktarlarda iireten mikrobiyal kaynaklar1 dogadan izole etmek i¢in, cesitli yontemler
kullanilmakta ve yeni mikrobiyal kaynaklarin arastirnllmasi siirekli olarak devam
etmektedir. Burada biyogesitlilik 6nemli bir konu olup, farkli ve ekstrem cevrelerden
izole edilen mikroorganizmalar dnemli enzim kaynaklar1 olarak diisiiniilmektedir (Lin et

al., 1998; Eltem, 2004; Petrova et al., 2000).



1.2. Amilazlar

Amilazlar; glukoz iinitelerinin polimerlesmesiyle olugsmus nisasta molekiiliinii
hidrolize ederek dekstrinler gibi ¢esitli iiriinlerin olusumunu saglayan enzimlerdir.
Amilazlarin tarihi, Kirchoff’un 1811°de nisasta parcalayan ilk enzimi kesfetmesiyle
baslamistir. Bunu, malt amilazlarinin ve sindirim amilazlarinin kesfi takip etmistir.
1930’lara gelindiginde Ohlsson malttaki nisasta sindiren enzimlerin, enzim reaksiyonu
sonucunda iirettikleri anomerik seker tiplerine gore o ve [ amilazlar olarak

siniflandirilmasini dnermistir (Gupta et al., 2003).

Hayvanlar ve bitkilerde de bulunmasina karsilik amilazlar en yaygin olarak
mikroorganizmalarda bulunmaktadir. Cesitli mikroorganizmalar tarafindan iiretilen ve
bircok durumda ekstraseliiler alarak salgilanan amilazlar olduk¢a farkli ozelliklere
sahiptirler. Amilazlarin ticari {iretiminde daha cok bakteri ve fungus tiirleri
kullanilmaktadir (Bennet and Klich, 1992; Crabb and Shetty, 1999; Pandey et al., 2000;
Van der Maarel et al., 2002; Gupta et al., 2003; Wanderley et al., 2004; Gomes et al.,
2005). Gram pozitif bakteriler ve 6zellikle Bacillus cinsi amilaz iiretiminde ilk siray1
almaktadir. Funguslarin amilaz iireten en yaygin cinsi ise 6zellikle Aspergillus’dur. Son
yillarda ise mayalarin amilolitik aktiviteleri {izerine ilgi artmakta ve bu grupla da bir¢ok
calisma yapilmaktadir (Fogarty and Kelly, 1990).

Amilazlar 6nemli enzimler arasindadir ve giiniimiiz biyoteknolojisinde biiyiik bir
oneme sahiptir. Amilazlar endiistride kullanilan enzimlerin yaklastk % 25’ini
olusturmaktadir. Amilazlar denildiginde glukoamilaz (GA), B-amilaz ve a-amilaz
referans olarak alinir. Fungal a-amilaz ve glukoamilazlar, bakteriyel glikoz izomeraz
(xylose izomeraz) ile birlikte halen nisastanin glukoz ve fruktoz karisimlarina
doniistiiriilmesinde kullanilmaktadir. Bu “yiiksek fruktozlu misir suruplari’” olarak
bilinmekle birlikte, endiistriyel enzim pazarinda da 1 milyar dolarlik paya sahiptir.

Deterjan katki maddesi olarak enzimlerin kullanimi halen endiistriyel enzimlerin en



bliylik uygulamasim1 temsil etmektedir. Proteazlar, lipazlar, amilazlar, oksidazlar,
peroksidazlar ve seliilazlar deterjanlara eklenen baslica enzimlerdir (Pandey et al., 2000;

Reddy, 2003).

Ticari amilaz {iireten suslarin gelistirilmesinde gen klonlama yontemleri
kullanilmaktadir. Gen klonlamasinin en temel amaclari; termostabil enzimlerin ifadesi,
yiiksek enzim verimliligi ve iki enzimin aynmi organizmada ifadesinin saglanmasidir.
Ticari olarak kabul edilen {iriinlerin iiretimi i¢in uygun suslarin secimi tartigmalidir.
Uygun suslarin secimi; amilaz iiretim islemlerinde onemli bir faktordiir. Bazen tek bir
sus birden fazla enzim iiretebilir. Ornegin; Aspergillus niger suslarmin ¢ogu 19 farkli
enzim {lretirken , 28 susu da c¢ok iyi derece de a-amilaz iiretir (Pandey et al., 2000).
Amilazlarin ticari iretimi ¢esitli basamaklarda gerceklesir. Ciinkii, mikroorganizmalarin
optimum biiyiimesi i¢in gerekli olan cevresel faktorler enzim iiretimi icin de kullanilir.
Kullanilan bu parametreler sunlardir: Fermantasyon boyunca kontaminasyonun
kontrolii, ortamin pH’s1, havalandirma derecesi ve ek besinlerdir. Fermantasyon aerobik
sartlar alinda meydana geliyorsa, ortamin safliginin devam etmesi ¢ok Onemlidir.
Spesifik fermantasyon basamaklarinin yapim asamasindaki farkliligindan dolay1 amilaz
tiretimi i¢in “kati kiiltiir fermantasyonu” ve “batik fermantasyon” kullanilir. Kat1 kiiltiir
fermantasyonu; ekonomik olarak ve miihendislik bakimindan avantajlarinin goriilmesi
nedeni ile amilazlarin iiretiminde sik kullanilir (Norouzian et al., 2006).

Endiistriyel uygulamalarda genellikle termostabiliteye sahip immobilize enzimler
kullanilmaktadir. Termostabil mikroorganizmalardan elde edilen termofilik amilazlar da
bu alanda oldukca 6nemli bir yere sahiptir (Kurakake et al., 1997; Bautista et al., 1999;
Tanriseven et al., 2002). Termostabil amilazlarin arastirilmasinda (genellikle a-amilaz)
ekstrem termofiller ve termofillerin enzimleri endiistriyel olarak cok yiiksek
potansiyelinin olmas1 nedeniyle oldukca fazla arastirilmaktadir (Sunna et al., 1997).
Mezofilik ve termofilik gruplar arasinda olan ve daha yaygin olan fakiiltatif termofiller

ise, daha az arastinlmistir. Fakiiltatif termofiller genellikle mezofilik sicaklik araliginda



(optimum 45 °C) biiyiiyebilirler. Mezofilik ve termofilik sicaklik araligini da kapsayan,
yiiksek sicakliklarda da biiyiime yetenekleri vardir. Bununla birlikte bu organizmalarin
enzim iiretimi hakkinda ¢ok sey bilinmemektedir. ki grubun (mezofilik ve termofilik)
fizyo-kimyasal ve yapisal ozelliklerinin karsilastirmali analiziyle termostabil amilazlarin
yiiksek sicakliga tolerans yeteneklerinin molekiiler diizeyi hakkinda bir¢ok bilgi elde
edilmistir ( Nielsen and Borchert, 2000; Khajeh et al., 2001).

Nisasta molekiiliindeki baglar1 etkileyerek nisastayr hidroliz eden enzimleri
baglica dort grupta toplayabiliriz:
1. Endoamilazlar (a-amilaz),
2. Ekzoamilazlar (B-amilaz, glukoamilaz),
3. Dallanma kiric1 enzimler (isoamilaz, pullanaz),

4. Transferazlar (amilomaltaz, siklodekstrin glikoziltransferaz).

Endoamilazlar; nisasta i¢indeki o-1,4 baglarimi hidrolize ederler ve hidroliz
sonucunda a-anomerik iiriinler olusturur. Ekzoamilazlar; nisasta molekiiliindeki a-1,4
veya o-1,6 baglari rediikleyici olmayan uctan baslayarak hidrolize ederler ve hidroliz
sonucunda a- veya B-anomerik iiriinler olustururlar. Dallanma kiric1 enzimler; sadece a-
1,6 baglarin1 hidroliz ederek uzun dogrusal iiriinler olustururlar. Transferazlar; donor
molekiiliin a-1,4 glikozidik baglarini ayirarak, alict molekiilde yeni bir glikozidik bag
olusturmak icin transfer eder (Sekil 1) ( (Van der Maarel et al., 2002; Gomes et al.,
2005; Cereia et al., 2006; Sivaramakrishnan et al., 2006)
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Amilazlarin iki biiyilk sinifin1 olusturan glukoamilaz ve a-amilazlar bircok
mikroorganizmada tanimlanmis ve elde edilmistir. Genellikle bitkisel orijinli olan B-

amilaz ise, birka¢ mikrobiyal kaynaktan da elde edilmistir.

B-Amilaz: B-Amilaz (o-1,4-glukan maltohidrolaz, E.C. 3.2.1.2) genellikle bitki

orijinli olup, birka¢ mikrobiyal

sus  tarafindan  da  iretilir. Sekil 1. Amilolitik enzimlerin siniflandirilmasi (Van der Maarel et al., 2002)
Amiloz, amilopektin ve glikojen molekiillerini rediikte olmayan ucundan baslayarak
hidrolizleyen ekzoamilazdir. Glikozidik baglarin hidrolizi sonucunda maltoz (B
anomerik formu) olusur. B-Amilaz amilopektin icindeki o-1,6-glikozidik baglarina
tamamen etki edemez, hidroliz sonucunda % 50-60 maltoz ve B-limit dekstrin olusur. -
Amilaz1 Clostridium sp. (anaerobik), Pseudomonas sp. (aerobik) ve Bacillus sp. gibi

bakteriyel suslarin, Streptomyces sp. gibi aktinomiset suslarin ve Rhizopus sp. gibi

fungal suslarin sentezledigi gosterilmistir ( Ha et al., 2001; Gupta et al., 2003).



o-Amilaz: o-Amilazlar (endo-1,4-a-D- glukan glukohidrolaz, E.C. 3.2.1.1.),
uzun amiloz zinciri icindeki glukoz iiniteleri arasindaki 1,4-a-D-glikozidik baglarini
hidrolizleyen ekstraseliiler enzimlerdir (Nguyen et al., 2002; Reddy et al., 2003; Aquino
et al., 2003; Moreira et al., 2004). Davramg Ozelliklerine gore, substratin i¢indeki
molekiilleri etkileyen ve kalsiyumla birlesen endoamilazlardir. a-Amilazlar genellikle
hayvan, bitki ve mikrobiyal tiirlerde yayilis gostermektedir. a-Amilazlar fungus, maya
ve bakterilerden elde edilirler. a-Amilazlar bircok aktinomiset bakteri, maya ve
funguslardan elde edilmesine ragmen, fungal ve 6zellikle bakteriyel kaynaklardan elde
edilen enzimlerin, endiistriyel sektorlerde kullamimi daha yaygindir. Bakteriyel
amilazlar, sagladig1 birkac karakteristik avantajdan dolay: (sicaklik stabilitesi, pH gibi)
tercih edilir. Baslica B. licheniformis ve B. amyloliquefaciens olmak iizere Bacillus sp.

ve Aspergillus sp. suslart ticari uygulamalar i¢in kullanilir (Gupta et al., 2003).

a-Amilazlar genellikle modifiye nisasta ve ¢oziiniir nisasta kullanilarak analiz
edilirler. a-Amilaz, nisasta i¢indeki a-1,4-glikozidik baglarin hidrolizini katalizleyerek
glukoz, dekstrin ve limit dekstinleri iiretir. a-Amilaz aktivitesi cesitli metotlarla tayin
edilebilir. Bu metotlar; nisasta siispansiyonundaki viskozitenin azalmasi, substrat renk
karistminin azalmasi, rediikte sekerlerin artmasi, nisasta-iyot renk yogunlugunun
azalmasina dayanir (Bernfeld, 1955; Miller, 1959; Manonmani and Kunhi, 1999; Gupta
et al., 2003).

Bir¢ok mikroorganizmanin a-amilazinin enzimatik ve fizikokimyasal 6zellikleri
kapsamli olarak tanimlanmis ve arastirilmistir. Diger enzimlerden ayri tutulacak olursa,
a-amilazin substrat spesifitesi mikroorganizmadan mikroorganizmaya gesitlilik gosterir.
Genellikle o-amilazlarin spesifitesi sirastyla maltotrioz, glikojen, siklodekstrin,
amilopektin, amiloz ve nisastaya dogru artis gostermektedir. a-Amilazlarin pH’s1 2.0 ile
12.0 arasinda cesitlilik arz ederler (Odibo and Ulbrich-Hofmann, 2001; Kusuda et al.,
2003; Moreira et al., 2004; Wanderley et al., 2004). Bakteri ve fungus amilazlarinin
optimum pH’lar1 asidik ve alkali aralikta degisir. a-Amilazlar genellikle pH 4.0 ile 11.0
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arasinda stabildir. Bununla birlikte stabilitesinin sinirli oldugu alanlarda bulunmaktadir.
a-Amilaz aktivitesi i¢in optimum sicaklik mikroorganizmalarin biiyiimesine baghdir (De
Mot and Verachtert, 1987; Khoo et al., 1994; Aquino et al., 2003; Kusuda et al., 2003;
Moreira et al., 2004). Optimum sicakligi cok diisiik olan F. oxysporum amilazi i¢in 25-
30 °C gerekirken, optimum sicakligi ¢ok yiiksek olan Pyrococcus wosei, Pyrococcus
furiosus, Archea a-amilazi i¢in genellikle 100-130 °C gerekir (Gupta et al., 2003). a-
Amilazlarin molekiiler agirliklar1 10 ile 210 kDa arasindadir. Bazi1 a-amilazlarin
molekiiler agirligimi  karbohidrat  kisimlar1  yiikseltir.  Bakteriyal proteinlerin
glikozilasyonu azdir (Lin et al., 1998; Gupta et al., 2003). Bircok metal katyonlari,
genellikle agir metal iyonlar, siilfidril grup ajanlari, N-bromosuksinimid, p-
hidroksilmerkuribenzoik asit, iyodoasetat, EDTA ve EGTA a-amilazi inhibe ederler. a-
Amilaz, metalloenzimdir, ¢iinkii yapisinda en az bir Ca** iyonu bulunur. a-Amilazin
kalsiyuma ilgisi diger iyonlardan daha kuvvetlidir. Ca™, elektrodiyaliz ve EDTA ilave
edilerek amilazlardan uzaklastirilir. Kalsiyumu serbest enzimler, Ca®* iyonlart ortama
eklendigi zaman yeniden aktive olurlar (Gupta et al., 2003).

Glukoamilaz: Glukoamilaz (EC 3.2.1.3, AG, amiloglukozidaz, GA, 1,4-a-D-
glukan glukohidrolaz, glukojenik enzim, nisasta glukojenaz, y-amilaz, maltaz) amiloz,
amilopektin ve glikojenin rediikte olmayan zincir sonlarindan ardisik bag hidroliziyle f-
D-glukoz salinmasini saglayan bir ekzo enzimdir. Enzim a-1,4- baglar i¢in ¢ok yiiksek
afiniteye sahip olmasina ragmen, aym zamanda cok yavas da olsa a-1,6- ve a-1,3-
baglarim1 da hidrolizleyecek afiniteye sahiptir. Glukoamilazlar mikroorganizmalar,
hayvanlar ve bitkiler gibi kaynaklardan elde edilebilirler (Shenoy et al., 1985; Coutinho
and Reilly, 1997; Crabb and Shetty, 1999; Reilly 1999; Maheshwari et al., 2000; Pandey
et al., 2000; Sauer et al 2000; Norouzian et al., 2006). Ticari iiretim avantajlarindan

dolayi, genellikle mikrobiyal kaynaklardan elde edilen GA’lar kullanilir.

Glukoamilazlar ¢ogunlukla funguslar tarafindan olusturulurlar ve genellikle

ekstraseliiler enzimlerdir. Malto-dekstrinlerin D-glukoza doniistiiriilmesinde ticari olarak
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kullanilan enzimler Aspergillus niger ve Rhizopus spp. suslarindan elde edilir

(Norouzian et al., 2006).

A. niger kullamilan sivi kiiltiirlerde GA iiretimi iizerine kapsamli ¢aligmalar
yapilmaktadir. Bu caligmalarda hindistan cevizi suyu, ¢cay suyu, misir unu, bugday unu,
fasulye unu, piring kapg¢igi, piring kepegi, bugday kepegi gibi tarim endiistrisi artiklari,
GA iiretim miktarinin diizenlenmesinde kullanilmaktadir (Pandey et al., 2000; Gupta et

al., 2003).

Bir¢cok enzim, presipitasyon ve diyaliz islemine tabi tutulduktan sonra,
kromatografik tekniklerle saflastirilir. Proteinlerin saflastirilmasi icin  kullanilan
kromatografik metotlar pahali ve olduk¢a zaman alic1 tekniklerdir. Bu nedenlerden
dolayr enzim saflastirmalarinda birden fazla teknik kullanmak tercih edilmemektedir.
Saflagtirmanin kisa zamanda, tek bir adimda ve ucuz olan metotlarla yapilmas1 tercih
edilmektedir. Amilolitik enzimlerin ham nisastaya adsorbe olma 6zellikleri kullanilarak,
son yillarda yeni saflagtirma teknikleri gelistirilmistir (Najafi and Kembhavi, 2005;
Sivaramakrishnan et al., 20006).

Glukoamilazlarin optimum aktivite sicakliginin genellikle 40 ve 60 °C arasinda
oldugu, ayrica bir cogunun yiiksek sicakliklarda kisa zaman periyotlarinda stabil oldugu
bilinmektedir (El-Abyad et al., 1994; Vandersall et al., 1995; Silva and Peralta, 1998;
Suresh et al.,1999; Pandey et al., 2000; Gomes et al., 2005; Norouzian et al., 2006).

Fungal glukoamilazlarin genellikle asidik pH’larda aktif olduklari ve genis pH
araliginda (pH 2.0 ile 11.0) stabil olduklar1 bulunmustur (Fogarty and Kelly, 1990;
Norouzian et al., 2006). A. flavus GA’1ile yapilan iki ¢alismada optimum pH degerinin
4.0 oldugu bulunmustur (El-Abyad et al., 1994; Gomes et al., 2005). Optimum pH’lar
3.5 ve 5.0 arasinda cesitlilik gosterir. A. niger Z10 pH 4.5-5.5 (Coral ve Colak, 2000),
Aspergillus sp. GP-21 pH 5.0-5.5 (Mamo and Gessesse, 1999), A. tamarii pH 4.5-5.0
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(Moreira et al., 1999). A. fumigatus (Cherry et al., 2004) ve A. luchuensis’un optimum
pH’siin 7.0 oldugu bulunmustur (Marzan et al., 2005).

Fungal GA’lar Hg2+ iyonu tarafindan giiclii bir sekilde inhibe edilirken Mn** ve
Fe?* iyonlar1 tarafindan stimule edilir (Pandey et al., 2000; Odibo and Ulbrich-Hofmann,
2001; Najafi and Kembhavi, 2005; Cereia et al., 2006). A. flavus GA’s1 ile yapilan tek
calismada, GA’min Hg?* tarafindan giiclii bir sekilde inhibe oldugu, Zn**, Fe**, Ni**,
Co™, Ca**, Mg*, Ba® ve EDTA tarafindan etkilenmedigi bulunmustur (El-Abyad et
al., 1994). A. niger’in GA aktivitesi iizerine Ag*, Cu®*, Ni** ve Co** gibi katyonlarin
inhibitor etkisinin olmadigi,  polivalent anyonlarin ise enzimi aktive ettikleri
bildirilmistir (Fogarty and Benson, 1983). Chaetomium thermophilum GA’smnmn Ca®*,
Mg**, Na* ve K* iyonlar tarafindan aktive edildigi, Fe**, Ag* ve Hg** tarafindan inhibe
edildigi bulunmustur (Chen et al., 2005). T. lanuginousus ATCC 34626 GA’smin 10
mM konsantrasyonlarda Zn?* iyonu tarafindan inhibe edildigi, Co**, Ba®*, Mn**, Fe**,

2+

Ca”* ve EDTA tarafindan aktive edildigi bulunmustur. Mn**"1n iyi bir aktivator oldugu
ve GA aktivitesini 1.5 kat arttirdigi bulunmustur (Nguyen et al., 2002). Termofilik
fungus Scytalidium thermophilum GA’s1 1 mmol/L Mg (% 27), Zn** (% 21), Ba** (%

8) ve Mn** (% 5) aktive etmistir (Aquino et al., 2001).

GA’nin substrati hidrolizleme orant molekiiler biiyiiklik ve yapiyla hem de
zincirdeki bag tipiyle etkilenmektedir. Bu nedenle, a-1,4- baglarinin hidrolizlenme
orani, substratin nispi molekiiler kiitlesi ile en azindan maltopentoza kadar dogrusal bir
sekilde artmaktadir. Ornegin, A. niger’den elde edilen glukoamilazin nisasta, maltotrioz

ve maltoz i¢in nispi ilgileri sirastyla 100, 68 ve 31 dir (Fogarty and Kelly, 1983).

GA’lar genis substrat spesifitesine sahiptirler. Zincir uzunlugundaki o-1,6-
baglarinin artis1 hidroliz oraninin artisina sebep olmaktadir. Glukoamilaz ¢ok uzun
zincirlere karsi yiiksek afiniteye sahiptir, bu nedenle Michaelis sabiteleri azalirken,

enzimin maksimum hizi zincir uzunlugu ile artmaktadir. Michaelis-Menten kinetikleri
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ile iiriin inhibisyon etkilerini kullanilarak, nisastaya glukoamilazin etkisi i¢in bir model
tanimlanmistir. Bu modele gore, Vmax ve Km’in her ikisi de substrat molekiil kiitlesi ile
degismektedir (Fogarty and Kelly, 1990). Km degerlerinin substrat molekiiliiniin zincir
uzunlugunun artmasiyla azaldigi bulunmustur. Bu sonuglarda molekiildeki uzun
zincirlerin artmastyla enzim ilgisinin arttigini, substrat ve enzimin aktif merkezi arasinda
etkilesiminde artmis olabilecegi gosterilmistir (Basaveswara Rao et al., 1981). Nguyen
ve arkadaslari, 7. lanuginosus ATCC 34626 Glukoamilazinin Km degerlerinin, substrat
zincir uzunlugunun artmasiyla azaldiginm1 bulmustur. Km degerleri maltoz, maltotrioz,
maltotetroz, maltopentoz ve nisasta i¢in sirasiyla 6.5, 3.5, 2.1, 1.1 ve 0.82 mg/mL olarak

bulunmustur (Nguyen et al., 2002).

Amilolitik enzimler tarafindan substratin hidrolizlenmesiyle olusan son iiriinler
(B-amilaz maltoz ve B-limit dekstrini, glukoamilaz D-glukozu, a-amilaz glukoz, dekstrin
ve limit dekstrinleri tiretir) kullanilarak enzimlerin tanis1 yapilmaktadir. Bu son iiriinlerin
tanisinda ince tabaka kromatografisi, kagit kromatografisi veya yiiksek basingli sivi
kromatografisi (HPLC) gibi teknikler kullanilarak yapilmaktadir. (Fogarty et al., 1994;
Campos and Felix, 1995; Cereia et al., 2000; Aggarwal et al., 2001; Peixoto et al., 2003;
Rivera et al., 2003; Das et al., 2004; Kusuda et al., 2004).

Glukoamilazlar hem nisasta baglanma hem de katalitik baglanma bdolgeleri icerir.
Bu iki boliimii birbirine O-glikozil baglariyla cubuk seklinde amino asitlerden olusan bir
baglayiciyla baglanir (Sekil 2). Nisasta baglanma bolgesi ham nisasta (¢oziinmez
nisasta) iizerine aktiviteden sorumludur. Proteazlar enzimin bu bolgesi iizerine etki
ederek, ham nisasta iizerine olan aktivitesinde azalmaya sebep olabilirler. Glikoamilaz
enzimleri degisik miktarlarda mannoz ve az miktarlarda da glikozamin igeren
glikoproteinlerdir. Fungal glukoamilazlarin cogu molekiil agiliklarinin % 10-20’si
oraninda karbohidrat bileseni icermektedir. Karbohidrat icerigi enzimin {i¢ boyutlu
yapisin1 etkilememektedir fakat karbohidrat igeriginin uzaklastirilmasi ile termal

stabilizasyon ve enzim salimiminin azaldig: bildirilmistir (Coutinho and Reilly, 1997;
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Jafari-Aghdam et al., 2005; Norouzian et al., 2006). GA’larin molekiil agirliklarinin
genellikle 25-112 kDa araliginda oldugu (Pazur et al., 1971; Vandersall et al., 1995;
Kusuda et al., 2004), sadece Saccharomyces cerevisiae GA’nin molekiil agirliginin 150
kDa oldugu saptanmistir (Moraes et al., 1999). Onemli bir endiistriyel enzim olan GA
dogal olarak iki sekilde bulunur. Molekiil agirlig: biiyiik olana GAI ve kiiciik olana GAII
adi verilir. A. niger’den elde edilen GAI enziminin molekiil agirligi 82.500 Da’dur ve
tic boliimden olusur. Yaklasik 440 amino asitten olusan katalitik boliim (N-terminal),
100 amino asitten olusan graniiler nisasta baglanma boliimii (C-terminal) ve bu iki
boliimii birbirine O-glikozil baglariyla cubuk seklinde baglayan 70 amino asitten olusan
bir baglayici bolgeden olusur. GAII enzimlerinde nisasta baglanma bdolgesi bulunmaz.
Bu enzimlerin nisasta hidroliz aktiviteleri GAI enzimlerine gore daha azdir. Ancak
maltooligosakkaritleri hidrolizlemeleri agisindan diger GA enzimleri ile aralarinda
aktivite farki yoktur (Coutinho and Reilly, 1997; Bozkurt Uludag, 2000; Morita and
Fujio, 2000).

Katalitik Bolge Baglayic1 Bolge Nisasta Baglanma
Bolgesi

Sekil 2. Glukoamilaz enziminin boliimleri (Coutinho and Reilly, 1994)
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Aktif merkezde katalitik islev géren amino asitler spesifik inhibitorler
kullanilarak tayin edilir. Glukoamilazlar ile yapilan c¢aligmalarda genelde Kkatalitik
merkezde nisastanin hidrolizinden sorumlu amino asitler olarak histidin, triptofan,
tirozin ve glutamik asit bulundugu bildirilmistir (Shenoy et al., 1985; Williamson et al.,
1997; Reilly, 1999; Sauer et al., 2000; Juge et al., 2002; Sutthirak et al., 2005; Sevéik et
al., 2006).

GA’nin en onemli kullanim alan1 glukoz surubu (HGS-High Glucose Syrup) ve
fruktoz surubu (HFCS-High Fructose Corn Syrup) iiretimidir. Nisastanin sekere
enzimatik doniisiimii, iic basamakli bir islemdir. ilk basamak olan sivilastirma
basamagini, sakkarofikasyon basamagi ve en son olarak izomerizasyon basamagi izler

(Van Der Maarel et al., 2002).

1.3. Nisasta

Diyetteki karbohidratlarin ana kaynagi olan nisasta, bitkilerde yumru, bakliyat ve
tohumlarin amiloplastlarinda ve kloroplastlar da graniil olarak olusturulur ve depolanir.
Bir polisakkarit olan nisasta glukoz molekiillerinin a-D-(1,4) ve a-D-(1,6) glikozidik

baglariyla baglanmasi sonucu olugsmustur.

Nisasta iki yapisal bilesen olan amiloz ve amilopektinden olusur. Amiloz, glukoz
monomerlerinin o-D-(1,4) glikozidik bagiyla bir araya gelmesiyle olusmus dogrusal bir
polimerdir ve nisastanin % 15-20’sini olusturur (Sekil 3). Amilopektin ise glukoz
monomerlerinin o-D-(1,4) ve a-D-(1,6) glikozidik baglariyla bir araya gelmesi ile
olusmus biiyiik bir molekiildiir ve nisastanin ana bilesenidir (Sekil 3). Amiloz iyotla
mavi renkte bir kompleks olustururken amilopektin ise menekse renkli kompleks
meydana getirir (Bamfort, 2003; Bicak ve Ekmekg¢i, 2005; Nugent, 2005; Sajilata et al.,
2000).
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Sekil 3. Amiloz ve amilopektin yapis1 (http://www.bio-link.org.)

1.4. Aspergillus

Aspergillus cinsi Deuteromycota’daki hifomisetler arasinda, Moniliaceae
ailesinde siiflandirilir. Eseyli (teleomorf) sekilleri Ascomycota’da Eurotiales takiminda

yer almaktadir.

Endiistriyel olarak ©6nemli enzimlerin iiretiminde kullanilan Aspergillus’lar
yeryliziinde her yerde yaygin olarak bulunan hifli mantarlardir. Dogal yasam ortamlari
toprak ve ciiriiyen bitki materyalidir. Dogadaki temel islevleri karbon ve nitrojen
cevrimiyle ilgilidir ve biyolojik parcalanmada rol alirlar. Bu mantarlar {irettikleri
enzimler sayesinde tiim organik maddeleri ayristirarak kullanir ve saprofit olarak
yasarlar. Uygun kosullarda bitki, hayvan ve insanlarda patojen hale gecebilirler. Yasam
cevrimlerini tamamlamak icin konak olarak insana gereksinimleri yoktur. Ureme hiz ve
kapasiteleri yiiksektir. Aspergillus tiirleri zincirler halinde ¢ok miktarda konidi iiretirler
ve bunlar olgunlastiklarinda ortama dagilirlar. Konidyumlar genelde 2-5 p ¢capindadirlar
ve hava ile taginirlar. Atmosfere dagilan konidyumlar havada asili kalabilir, toz ve diger
parcaciklarla her yere taginabilirler, havada en yiiksek yogunlukta bulunan mantarlardan

biridir. Uredikleri ortama aflatoksinler saldiklari icin insan ve hayvan sagligi yoniinden
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tehlikeli olabilirler. Ortam calismalarinda insanlarin solunumla giinde en az birkac yiiz

konidi aldiklar1 belirlenmistir (Kantarcioglu ve Yiicel, 2003).

Bazi bitki ve sebzeler iizerinde, 6zellikle depolanmis tahil iiriinleri, turunggiller,
patates, elma, findik ve ceviz gibi tarimsal iiriinler iizerinde iireyerek ciiriimeye ve
tarimsal kayiplara yol acgarlar. Tiim bu zararli 6zelliklerinin yani sira ekonomik 6nemi
biiylik olan bir fungus grubudur. Ticari olarak bugiin tiim diinyada amilazlar ve

pektinazlarin kaynagi olarak Aspergillus cinsleri tercih edilmektedir (Korkmaz,1989).

Aspergillus tiirlerinin siniflandirilmas:  kiiltir ve morfoloji  6zelliklerindeki
farkliliklara dayanir; biyokimyasal yontemlerin tanim degeri diisiiktiir. Tanim igin
hazirlanmis anahtarlarin dayandirildig: esas 6zellikler sunlardir: Konidili baglarin bi¢imi
ve rengi, sterigmata (fiyalidler) sayisi, vezikiil bi¢cimi, konidyoforlarin yapr ve rengi,
hiille hiicrelerinin (dinlenme hiicreleri) bicimi, tiir tamimi i¢in iireme yapilari,
cleistothecia (eseyli sporlarin iiretildigi tam kapali askokarplar) bulunup bulunmadig,
askosporlarin ve konidilerin bi¢cimi, boyut ve renkleri gibi Ozellikler kullanilir.
Aspergillus tiirlerinin tanisinda malt ekstrakt agar (MEA), czapek dox agar (CDA),
czapek yeast agar (CYA25, CYA37), % 20 sukroz iceren czapek yeast agar (CY20S)
kullanilmaktadir (Hasenekoglu, 1991).

Endiistriyel uygulamalar oldukc¢a farkli kosullarda (ekstrem pH ve sicaklik)
gerceklesen islemleri icermektedir. Enzimler ise endiistriyel islemlerin vazgecgilmez
katalizorleri arasindadir. Farkli endiistriyel islemlerde gorev alabilecek yeni enzimlerin
kesfi, biyokimyacilarin bu konudaki siirekli aragtirmalariyla artarak devam etmektedir.
Bilindigi gibi amilazlar endiistride ©nemli bir pazar payma sahiptirler. Ozellikle
nisastanin sivilagtirilmasi ve sakkarifikasyonunda kullanilan fungus o-amilazlar1 ve
glukoamilazlar1 bu bakimdan oldukc¢a dikkat ¢ekmektedir. Bu amacla ¢alismamizda,
yeni endiistriyel uygulamalarda kullanilabilecek fungus amilazlariyla calisilmasi

diistiniilmiistiir. Bunun i¢cin mevcut funguslarda amilolitik taramayla A. flavus HBF34’{in
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glukoamilaz irettigi saptanmistir. A. flavus glukoamilazlar ile daha once cok fazla
calisma yapilmamas1 da dikkate alinarak, glukoamilazin iiretimi, saflastirilmasi ve
karakterizasyon caligmalar1 yapilarak endiistriyel uygulamalarda kullanima uygun olup

olmadiginin arastirilmasi amacglanmaistir.
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2. MATERYAL ve METOD

2. 1. Kimyasallar

Agar-agar, c¢Oziinebilir nisasta, NaNO3;, KCI, FeSO4. 7H,0, pepton, maltoz,
laktoz, sitrik asit, NaOH, CuS0O4.5H,0, Na,COs, Folin-Ciocalteu fenol belirteci, NH4Cl,
CuCl,.2H,0, Hg,Cl,, ZnCl,, CaCl,.2H,0, etilendiamin tetraasetik asit disodyum tuzu
(EDTA-CoH4N,;Na05.2H,0), B-merkaptoetanol, brom fenol blue, glisin, TEMED,
commasie brillant blue G-250,, akrilamid, amonyum persiilfat, sodyum dodesil siilfat
(SDS), gliserol, FeCls;.6H,O, CoCl,, Tris baz, seliiloz, rafinoz, iire, n-biitanol, etanol,
metanol, MgS0,.7H,0, MgCl,.6H,0, NiCl,, BaCl,, I, HCI, siilfiirik asit (H,SOy),
NaH,PO4.2H,O0 ve MnCl,.2H,0, Merck (Darmstadt, Germany) firmasindan;
amilopektin, amiloz, glikojen, pirin¢g nisastasi, rafinoz, bugday nisastasi, dekstrin,
orcinol, maltotrioz, maltotetroz, maltopentoz, 5,5-Ditihiobis(2-nitrobenzoik asit)
(DTNB), N-Bromo suksinamid (NBS), Sikloheksil-N-(2-morfolinoetil)-karboimid metil-
p-toluen-sulfonat (CMC) ve fenil metil siilfonil florit (PMSF), Fluka (Buchs,
Switzerland) firmasindan; safra tuzu, aliminyum silika jel, misir nigastasi, N,N’- Metilen
bis akrilamid, MES, AICls, dithiothreitol, yeast nitrojen baz, 3,5- dinitrosalisilik asit
(DNS), standart karisimi [Miyosin (tavsankani, 205000 Da), B-Galaktozidaz (E.coli,
116000 Da), Fosforilaz B (tavsankani, 97000 Da), Albumin (Bovine 66000 Da),
Albumin (yumurta, 45000 Da), Karbonik anhidraz (bovin eritrosit, 29000 Da)] ve sigir
serum albumini (Fraksiyon V), Sigma (Taufkirchen, Germany) firmasindan; Na,OsSe ve
LiCl, AVOKADO (Karlsruhe, Germany) firmasindan; NaCl, KH,POj,, sukroz, Sodyum
potasyum tartarat (CsH4sOcKNa.4H,0) ve sodyum sitrat, CARLO ERBA (Italy)
firmasindan; KI, glukoz ve propanol, Riedel-de Haén (Seelze, Germany) firmasindan;

malt ekstrakt agar, Lab M (Bury, England) firmasindan saglanmistir.
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2. 2. Funguslarin Amilolitik Taranmasi ve Secimi

Adnan Menderes Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Kiiltiir Koleksiyonunda havadan izole edildikten sonra
tanis1 yapilmis olan 17 fungusda kalitatif amilaz taramasi yapildi. Fungus 6rneklerinin
amilolitik aktiviteleri, Mgller ve arkadaslarinin kismi olarak degistirilmis amilaz besiyeri
kullanilarak belirlendi (Mgller et al., 2004). Amilaz besiyerini hazirlamak i¢cin % 2
agar-agar, % 0.5 safra tuzu ve % 1 ¢oziinebilir nisasta iceren besi ortam1 121 °C’da 15
dakika 1.5 psi atmosfer basincta otoklavda (Hirayama HA-240 M 1V, Japan) sterilize
edildi. Besiyeri 40-50 °C’da kadar soguduktan sonra, enjektor filtresi (MFS, cellulose
acetate, Japan) ile sterilizasyonu yapilan yeast nitrojen bazdan final konsantrasyonu %
0.67 olacak sekilde eklendi. Besiyeri steril petrilere dokiilerek katilasmasi beklendi ve
daha sonra stok fungus kiiltiirlerinden amilaz besiyeri igeren petrilere tek nokta ekimi
yapildi. Petri plaklar1 27 °C’daki etiivde (Heraeus T6, Germany) 72 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra petrilere iyodiir c¢ozeltisi (% 0.3 L, % 0.6 KI) piiskiirtiildii.
Amilolitik aktivitenin derecesi, olusan seffaf zon ¢apinin koloni ¢apina oranlanmasi ile
belirlendi. En iyi amilaz aktivite zon ¢ap1 gosteren funguslar icerisinden Aspergillus
flavus HBF34 susu amilaz {iiretimi, saflastirilmasi ve karakterizasyonu icin segildi.
Amilaz aktivitesi gosteren funguslar yatik malt ekstrakt agar icerisinde 4 °C’da
saklanarak ii¢ aylik periyotlarla stoklar yenilendi. Ayrica stoklar % 15’lik steril gliserol

icerisine alinarak -20 °C’da uzun siire saklandi.

Amilolitik aktivite derecesi = Seffaf zon ¢capi / Koloni ¢capi

2. 3. Sporulasyon ve inokulum Miktarmnin Belirlenmesi

Sporulasyon ortami olarak % 1’lik ¢Oziiniir nisasta iceren, malt ekstrakt agar

kullamildi. A. flavus HBF34’ii iiretmek icin once sporulasyon ortaminda spor olusumu
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saglandi. Sporulasyondan sonra inokulum miktart belirlenerek fermentasyon ortamina

ekim yapildi.

2. 3. 1. Sporulasyon ortaminin hazirlamsi

500 mL’lik erlene 100 mL % 4.8’lik malt ekstrakt agar eklenerek mikrodalga
firnda (Vestel, Turkey) 3 dakika 1sitildiktan sonra 121 °C’da 10 dakika otoklavda
sterilize edildi. Otoklavdan sonra erlen, 45° egimli olacak sekilde katilasmaya birakildi.
A. flavus HBF34’{in stok kiiltiiriinden yatik malt ekstrakt agara ii¢ nokta ekim yapildi.
Kiiltiir 27 °C’da etiivde 5 giin inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda sporulasyon ortamina
% 0.5’lik steril sodyum dodesil siilfat ve cam bilye ilave edilerek sporlarin ¢ozeltiye
gecmesi i¢in yavasga karistirildi. S1vi ortama gecen spor siispansiyonunun 1 mL’si, 9
mL steril fizyolojik suya (% 0.85 NaCl) ilave edildi. Uygun inokulum miktarini
belirlemek igin, ilk seyreltme (10'1) kullanilarak 10'2, 10'3, 10'4, 107 ve 10 olacak
sekilde seyreltme islemi yapildi. Her seyreltmede Thoma lami ile mililitredeki spor

sayimi yapildi. Spor sayisi asagidaki formiille hesaplandi.

Mililitredeki spor sayist = A x SF x 1 0*

A =0.1 mm’ hacimde sayilan spor
SF = Seyreltme faktorii
10" = mililitreye cevirme carpan
Spor sayis1 belirlendikten sonra, asagida icerigi verilen 100 mL fermentasyon
ortami1 iceren 500 mL’lik erlenlere, her seyreltmeden 1 mL spor inokiile edildi. En 1yi

enzim iiretimi gosteren seyreltme faktorii 10~ olarak bulundu.
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2. 4. Aspergillus flavus HBF34’iin Fermentasyonu

Denemede kullanilan amilaz fermentasyon ortaminin igerigi Tablo 1°de
verilmistir. Inokulum miktar1 belirlendikten sonra, 100 mL amilaz fermentasyon ortami
iceren 500 mL’lik erlene, 107liik seyreltmeden 10° spor/mL olacak sekilde inokiile
edildi. Calkalamali su banyosunda (Memmert, Germany) 27 °C’da 150 rpm de 6 giin
boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda kiiltiir ortam: Buhner hunisinde vakum

altinda siiziildii ve siiziintii enzim kaynagi olarak kullanildi.

Tablo 1. Aspergillus flavus HBF34 amilaz fermentasyon ortami

Kimyasal Maddeler Miktari (g/L)
NaNO; 3

KCl 0.5
MgSO0,.7H,0 0.5

FeSO,. 7TH,0 0.01

KH,PO, 1

Pepton 10

Coziiniir patates nisastasi 20

pH 5.4

2. 5. Aspergillus flavus HBF34’iin Biiyiime Egrisi ve Enzim Uretimi

A. flavus HBF34 iiretimi i¢in, 500 mL’lik erlene (7 adet) 100 mL amilaz iiretim
ortami eklendi. Daha sonra ortama, 10° spor/mL inokiile edildi. Fermentasyon ortami
calkalamali su banyosunda 27 °C da, 150 rpm, 7 giin inkiibasyona birakildi. A. flavus
HBF34’{in biiylime egrisini saptamak i¢in erlenlerden bir tanesi, 24 saatlik periyotlarda
darasi dl¢iilmiis filtre kagidi (398 nolu Filtrak, Germany) kullanilarak buhner hunisinde

vakum altinda siiziildii. Filtre kagidinda kalan miseller distile su ile yikandi ve 80
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°C’daki etiivde 24 saat kurutuldu. Daha sonra hassas terazide (Scaltec SBA 31,
Germany) agirligy olgiildii ve filtre kdgidinin darasi ¢ikarilarak biyomast (g/100 mL)
hesaplandi. Ayrica fermentasyon siiziintiisiiniin giinlik pH (Senso Direct pH 200,
Germany), rediiktor seker ve enzim aktivite ol¢iimleri yapildi. En iyi enzim aktivitesi
gosteren siiziintii, enzim kaynagi olarak kullanilmak iizere liyofilizasyon islemi icin
liyofilizator kaplarinda yatik olarak, -20 °C da derin dondurucuda (Bosch, Germany)

saklandi.

2. 6. Fermentasyon Ortamina Salinan Enzim Uretiminin Elektroforetik

Olarak izlenmesi

A. flavus HBF34 tarafindan iiretilen ve kiiltiir ortaminda nisastanin hidrolizinden
sorumlu amilaz1 goriintilemek i¢in, Laemmli yoOntemine (Laemmli,1970) gore
hazirlanan % 10’luk PAGE (Bio-Rad, Mini-PROTEAN, U.S.A) kullanilarak zimografi
(Kim et al., 1995) yapildi. Bu islem i¢in, 500 mL’lik bir erlene 100 mL amilaz {iretim
ortami eklendi. Daha sonra, 10® spor/mL ortama inokiile edildi. Fermentasyon ortam1
calkalamali su banyosunda 27 °C’da, 150 rpm, 6 giin inkiibasyona birakildi.
Fermentasyonun 6. giiniinde kiiltiir ortami siiziildiikten sonra % 10’luk PAGE jele
uygulanarak zimografi yapildi. Ayrica A. flavus HBF34 amilazin fermentasyonun hangi
giiniinden itibaren {iretilmeye baslandigini, enzimin tek bir gen iiriinlimii yoksa
ortamdaki proteolitik enzimler tarafindan alt birimlere ayrilip ayrilmadigini saptamak
icin fermentasyon ortam1 % 10’luk SDS-PAGE jele uygulanarak zimografi yapildi. Bu
islem i¢in ayni1 kosullarda fermentasyon ortami hazirlanarak calkalamali su banyosunda
27 °C’da, 150 rpm, 6 giin inkiibasyona birakildi. Kiiltiir ortamindan 6 giin boyunca 24
saatlik periyotlarda 1mL ornek alindi. Alinan 6rnekler kullanilincaya kadar -20 °C’da
saklandi. 6 giin boyunca alinan Ornekler, saflastirilmis ornek (6.giin) ve konsantre

edilmis 6. giiniin fermentasyon ortami SDS-PAGE jele uygulanarak zimografi yapildi.
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Zimografi i¢in kullanilan ¢ozeltiler ve jellerin hazirlanist molekiil agirligi tayininde

anlatildig: gibi yapildi.

2. 7. Liyofilizasyon

Fermentasyon ortaminda siiziilen enzim kaynagi liyofilizator kaplarinda yatik
olarak -20 °C’da 24 saat boyunca bekletilerek donmasi saglandi. Liyofilizatorde
(Labconco, USA) -50 °C’da 68,10'3 mbar’da liyofilize edildi. Liyofilize olan enzim
uygun kaplara alinarak, -20 °C da kullanilincaya kadar saklandi.

2. 8. Enzimin Saflastirilmasi

Enzim kaynagi olarak kullanilacak siiziintii liyofilizasyonla konsantre edildi.
Liyofilize enzim kaynaginin saflastirilmasi i¢in Najafi ve Kembhavi’'nin (Najafi and
Kembhavi, 2005) nisasta afinite kromatografi metodu kismi olarak degistirilerek
kullanildi. Bu islem sirasinda, 2 g coziiniir olmayan misir nisastast 50 mM pH 6.0
Mcllvaine tamponunda ¢oziiniir patates nisastasin1 uzaklagtirmak ic¢in yikandi. Yikanan
nisasta 3000 x g’de 10 dk santrifiij edildi (Hareaus Sepatech Labofuge 200, Germany).
Stipernatant dokiilerek nisasta 4 °C’da saklandi. Konsantre edilen enzim kaynaginda
denatiire protein ¢okeltileri oldugunda, bunlar1 uzaklastirmak icin 3000 x g’de 1 dk
santrifiij edildi. Enzim aktivitesini minimum seviyeye indirmek icin santrifiij edilen
enzim kaynagi (10 mL) ve yikanan misir nigastast buzlu ortamda 20 dk ayr1 ayn inkiibe
edildi. Inkiibasyon isleminden sonra sogutulmus enzim ve musir nisastasi karistirildi.
Enzim-nisasta karisimi, manyetik karistiricida (IKA Yellowline MSH Basic, Germany)
4 °C’da 2 saat boyunca yavas¢a karistirilarak, enzimin nisastaya baglanmasi saglandi.
Inkiibasyon sonunda, enzim-nisasta karistmu 3000 x g’de, 10 dk santrifiijlendi.
Siipernatant ayrilarak 4 °C’da saklandi ve nisasta kolona (3x10 cm) alindi. Peristaltik

pompa (ATTO AC-2110, Japan) kolona baglanarak, kolon belirli bir akis hizinda 4
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°C’da, yaklasik olarak 30 mL 0,1 M NaCl ile yikandi. Yikama cozeltisi daha sonraki
islemler icin 4 °C’da saklandi. Yikama isleminden sonra nisasta 10 mL, 50 mM pH 6.0
Mcllvaine tamponuna alinarak 40 °C’da 1 saat karistirilarak inkiibe edildi. Nisasta-
tampon karisimi1 3000 x g’de 5 dk santrifiij edildi ve slipernatant enzim kaynagi olarak
kullanildi. Nisastaya baglanmis olabilecek enzimi alabilmek i¢in nisasta tekrar 50 mM
pH 6.0 Mcllvaine tamponuna alinarak ayni islem iki kez daha tekrarlandi. Tekrarlama
islemine enzim aktivitesi kalmayincaya kadar devam edildi. Kismi saflastirmanin her bir
fraksiyonunda enzim aktivitesi ve protein tayinleri ii¢ tekrarli olarak yapildi. Elde edilen

enzim karakterizasyon caligmalari i¢in kullanildi.

2.9. inkiibasyon Siiresinin Etkisi

Enzim aktivitesi iizerine inkiibasyon siiresinin etkisini belirlemek icin gerekli
deney ortami Tablo 2°de verildi. Farkli zaman araliklarinda (5, 10, 15, 20, 30, 45, 60, 75,
90 ve 105 dk) enzim substrat ile inkiibe edilerek, olusan rediiktor seker miktar1 DNS
metodu ile dlciildii (Bernfeld, 1955).

Tablo 2. GA aktivitesi iizerine inkiibasyon zamaninin etkisi

Reaksiyon Bilesenleri Ornek Kor

% 1’lik Coziiniir patates nisastasi 200 pL 200 uL

Enzim 200 pL -

60 °C de farkli zaman araliklarinda inkiibasyon

DNS 100 uL 100 uL
Enzim = 200 uL
Soguk su banyosunda inkiibasyon 2 dk 2 dk
Kaynar su banyosunda inkiibasyon 5 dk 5 dk
Soguk su banyosunda inkiibasyon 3 dk 3 dk
Distile su 1000 uL. 1000 pL

530 nm dalga boyunda absorbans okunur
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2. 10. Enzim Aktivitesinin Olciimii

A. flavus HBF34 susunun kismi olarak saflastirilan glukoamilaz enziminin
aktivitesi, Bernfeld’in kismi olarak degistirilmis 3,5-dinitrosalisilik asit (DNS) yontemi
kullanilarak spektrofotometrik olarak belirlendi (Bernfeld, 1955). Substrat olarak 50 mM
pH 6.0 Mcllvaine tamponunda hazirlanmis, % 1’lik ¢Oziiniir patates nisastast kullanildi.
Standart deney ortaminin bilesenleri Tablo 3’de, DNS ¢o6zeltisinin bilesenleri Tablo 4’de
verildi. Enzim aktivitesi spektrofotometre (Shimadzu UV-1601, Japan) kullanilarak 530
nm’de standart deney kosullarinda ol¢iildii. Olusan rediiktor seker miktar1 standart
glukoz egrisinden hesaplandi. Enzim aktivitesi ve spesifik aktivite asagida verilen

formiillere gore hesaplandi.

Voliim aktivite = — Glukoz (M) = (U/ )
Inkiibasyon siiresi (dk)x Enzim miktart (mL) mL

Volum aktivite (U/mL) B ( j
mg protein/mL mg protein

Spesifik aktivite =

Bir enzim {iinitesi (IU), 60 °C’da pH 6.0’da 1 dk’da ¢6ziiniir patates nisastasindan

1 umol glukozun serbestlenmesini saglayan enzim miktar1 olarak ifade edildi.
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Tablo 3. Standart deney ortami

Reaksiyon Bilesenleri Ornek Kor

% 1’lik Coziiniir patates nisastasi 200 pL 200 uL

Enzim 200 uL -
Inkiibasyon (60 °C) 30 dk 30 dk
DNS 100 uL 100 uL
Enzim = 200 uL
Soguk su banyosunda inkiibasyon 2 dk 2 dk
Kaynar su banyosunda inkiibasyon 5 dk 5 dk
Soguk su banyosunda inkiibasyon 3 dk 3 dk
Distile su 1000 uL 1000 puL

530 nm dalga boyunda absorbans okunur

Tablo 4. DNS ¢ozeltisinin bilesenleri

Kimyasal madde Miktar (g/L)
DNS 10

NaOH 16
C,H,O¢KNa.4H,0 300

2. 11. Glukoz Standardi

Rediiktor seker miktarimi saptamak icin glukozun farkli konsantrasyonlardaki
(250, 500, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000, 4000 ve 5000 uM) ¢ozeltileri hazirlandi.
Rediiktor seker miktari, DNS metodu ile spektrofotometrik olarak olciildii. Daha sonra,
konsantrasyona karsi absorbans grafigi ¢izildi. Deney ortaminin bilesenleri Tablo 5’te

verildi.
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Tablo 5. Rediiktor seker miktarinin Sl¢iimii

Reaksiyon bilesenleri Ornek Kor
Glukoz 400 uL 400 uL
DNS 100 L 100 uL
Soguk su banyosunda inkiibasyon 2 dk 2 dk
Kaynar su banyosunda inkiibasyon 5 dk 5 dk
Soguk su banyosunda inkiibasyon 3 dk 3dk
Distile su 1000 pL 1000 uL

530 nm dalga boyunda absorbans okunur
2. 12. Fermentasyon Ortaminin Rediiktor Seker Tayini

Fermentasyon ortaminin giinliikk siiziintiisiindeki rediiktor seker miktarinin

degisimi DNS metoduna gore 6l¢iildii. Deney ortaminin bilesenleri Tablo 6’da verildi.

Tablo 6. Fermentasyon ortaminin rediiktor seker miktarinin tayini

Reaksiyon Bilesenleri Ornek Kor

50 mM pH 6.0 Mcllvaine tamponu 200 puL 200 puL

Fermentasyon siiziintiisii 200 pL -

Distile su = 200 uL
DNS 100 uL 100 uL
Soguk su banyosunda inkiibasyon 2 dk 2 dk
Kaynar su banyosunda inkiibasyon 5 dk 5 dk
Soguk su banyosunda inkiibasyon 3 dk 3 dk
Distile su 1000 uL 1000 puL

530 nm dalga boyunda absorbans okunur



-29

2. 13. Protein Tayini

Protein derisimlerinin tayini Lowry ve arkadaslarinin yontemi (Lowry et
al., 1951) kullanilarak yapildi. Standart olarak farkli konsantrasyonlarda hazirlanan (10,
20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180 ve 200 pg) sigir serum albiimini (Fraksiyon V)
kullanildi.

2. 13. 1. Kullamilan kimyasal maddeler

A Cozeltisi: 0.5 g bakir siilfat (CuS0O4.5H;0) ve 1 g sodyum sitrat 100 mL distile suda
¢coziildii.

B Cozeltisi: 20 g sodyum karbonat (Na,CO3) ve 4 g sodyum hidroksit (NaOH) 1 litre
distile suda ¢oziildii.

C Cozeltisi: B ¢ozeltisinin 50 mL’sine, 1 mL A c¢ozeltisi eklenerek taze olarak
hazirlandi.

D Cozeltisi: 10 mL Folin Ciocalteu fenol belirtecine 10 mL distile su eklenerek taze
olarak hazirlandi.

Deneyin Yapihisi: 0.5 mL o6rnek iizerine, 2.5 mL C cozeltisi eklendi ve tiip
karistiricisiyla (IKA model Yellowline TTS 2, USA) kanistirilarak 5-10 dk beklendi. Bu
siire sonunda, ornek iizerine 0.25 mL D ¢ozeltisi eklendi ve karistiricida karistirilarak
20-30 dk beklendi. Olusan renk 750 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak
ol¢iildii.

2. 14. Enzim Aktivitesi Uzerine Sicakhgin Etkisi

GA lizerine sicakligin etkisini saptamak i¢in farkli sicakliklarda (10, 15, 20, 25,
30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80 °C) standart deney kosullarinda enzim aktivitesi
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olciildii. Her sicaklikta ortam pH’sin1 sabit tutmak i¢cin Mcllvaine tamponu pH 6.0’ya
ayarland1 ve % 10’luk stok coziiniir nisastadan final konsantrasyonu % 0.5 olacak
sekilde (standart deney konsantrasyonudur) tamponla seyreltilerek deney ortamina

eklendi.

2. 15. Enzim Stabilitesi Uzerine Sicakhgn Etkisi

A. flavus HBF34 GA farkli zaman araliklarinda, 50 mM pH 6.0 Mcllvaine
tamponunda 27, 40, 50, 60, 70 ve 80 °C’de inkiibe edildi. Inkﬁbasyondaki enzim
cozeltisinden belirli zaman araliklariyla Ornekler alinarak standart deney kosullari
altinda aktivite Olctimii yapildi. Her bir deneme icin baslangigtaki aktivite Sl¢iimii
kontrol (100) olarak kabul edildi ve aktivite degisimi kontrol degerine gore % deger

olarak belirlendi.

2. 16. Enzim Aktivitesi Uzerine pH’in Etkisi

A. flavus HBF34 GA iizerine pH’ nmin etkisini incelemek icin, standart deney
ortaminin pH’1 0.5 birimlik araliklarla pH 3.0 — 9.0 araliginda ayarlandi. Tampon
cozeltileri olarak pH 3.0-6.5 icin 50 mM Mcllvaine tamponu, pH 7.0-7.5 i¢cin 50 mM
Sérensen fosfat tamponu ve pH 8.0-9.0 i¢in 50 mM Tris-HCI tamponu kullanmildi. %
2.5’lik ¢oziiniir stok nisastadan tamponlarla uygun seyreltmeler yapilarak standart deney
ortamina final konsantrasyonu % 0.5’lik olacak sekilde konuldu. Enzim aktivitesi

standart deney kosullarinda ol¢iildii. Deney ortami Tablo 7°de verilmistir.
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Tablo 7. pH’1n etkisini incelemek icin kullanilan deney ortami

Deney bilesenleri Ornek Kor
Coziiniir patates nisastasi (% 2.5) 80 uL 80 uL
Tampon 120 pL 120 uL
Enzim 200 pL -
Inkiibasyon (60 °C) 30 dk 30 dk
DNS 100 uL. 100 uL
Enzim - 200 pL.
Soguk su banyosunda inkiibasyon 2 dk 2 dk
Kaynar su banyosunda inkiibasyon 5 dk 5 dk
Soguk su banyosunda inkiibasyon 3 dk 3dk
Distile su 1000 pL 1000 uL

530 nm dalga boyunda absorbans okunur

2. 17. Enzim Stabilitesi Uzerine pH’m Etkisi

A. flavus HBF34 GA farkli pH’larda (3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0) 40 °C’de
inkiibe edildi. Tampon ¢ozeltileri olarak pH 3.0-6.5 i¢in 50 mM Mcllvaine tamponu, pH
7.0-7.5 icin 50 mM Sérensen fosfat tamponu ve pH 8.0-9.0 i¢in 50 mM Tris-HCI
tamponu kullanildi. Bu islem i¢in, tampon ¢ozeltisinden 2 mL alindi ve 1 mL enzim
cozeltisi ile karistirildi. Enzim ¢ozeltisinden belirli zaman araliklariyla 6rnekler alinarak
standart deney kosullar1 altinda aktivite Olciimii yapildi. Her bir deneme igin
baslangictaki aktivite Olctimii kontrol olarak kabul edildi (100) ve aktivite degisimi

kontrol degerine gore % deger olarak belirlendi.



-32-

2. 18. Enzim Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonunun EtKisi

GA aktivitesi optimum sicaklik (60 °C), pH (6.0) ve sabit inkiibasyon siiresinde
(30 dk) farkli konsantrasyonlarda substrat (0.025, 0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1, 1.2, 1.4,
1.6, 1.8 ve 2 mg/mL ¢Oziiniir patates nigastas1) kullanilarak 6l¢iildii. Enzimin Km ve
Vmax degerleri Lineweaver-Burk grafiginden hesaplandi. Ayrica, aym kosullarda

GA’nin glikojen, amilopektin ve amiloz icin Km ve Vmax degerleri saptandi.

2. 19. Enzimin Substrat Spesifitesinin Belirlenmesi

Enzimin substrat spesifitesini belirlemek amaciyla sukroz, maltoz, maltotrioz,
rafinoz, dekstrin, amiloz, amilopektin, glikojen, pirin¢ nisastasi, bugday nisastasi, misir
nisastasi, ¢Oziliniir patates nisastasi ve seliilozun pH 6.0 Mcllvaine tamponunda
hazirlanan % 1’lik ¢ozeltileri substrat olarak kullanildi. Enzim aktivitesi standart deney
kosullar1 altinda ol¢iildii. Coziiniir patates nisastasi i¢in Olciilen deger kontrol olarak
(100) kabul edildi ve aktivite degisimleri % deger olarak hesaplandi. Deneyde kullanilan
stok ¢ozeltiler asagidaki sekilde hazirlandi.

- Misir nisastasi, pirin¢ nisastasi, bugday nisastas1 ve seliiloz mikrodalga firinda
1sitilarak, distile su icerisinde ¢oziinmesi beklendi. Ancak, ¢oziinme tam olarak
gerceklesmedi ve siispansiyon halinde kaldi. Bu siispansiyonlar substrat kaynagi

olarak kullanildi.

- Amilopektin ve ¢oziiniir patates nisastast mikrodalga firinda, distile su igerisinde
sitilarak  ¢oziildii. Dekstrin, maltoz, sukroz ve rafinoz isitilmadan distile su

icerisinde coziildii.

- Amiloz farkli bir islemle hazirlandi. Bu iglem icin 0.1 g amiloz tartildi ve 2 mL

0.5 N NaOH c¢oziildii. Cozeltiyi notrlemek icin 2 mL 0.5 N HCl ilave edildi.
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Daha sonra 1 M pH 6.0 Mcllvaine tamponundan final konsantrasyonu 0.05 M olacak

sekilde ilave edildi. Son hacim distile su ile 10 mL’ye tamamlandi.

2. 20. Enzim Aktivitesi Uzerine Metal Iyonlar1 ve EDTA’nin EtKisi

Cesitli metal iyonlarinin (NaCl, KCl, LiCl, NH4Cl, CoCl,, MnCl,, MgCl,, NiCl,,
Hg,Cl,, CuCl,, BaCl,, ZnCl,, CaCl,, AICls, FeCl;, Na,O3Se) ve EDTA’nmin distile su
icerisinde 100 mM stok c¢ozeltileri hazirlandi. Metal iyonlar1 ve EDTA 1, 5 ve 10 mM
final konsantrasyonlarda deney ortamina eklendi (Tablo 8, 9 ve 10). Enzim aktivitesi
standart deney kosullarinda ol¢iildii. Bu deneyde kullanilacak enzim 50 mM pH 6.0
MES tamponu kullanilarak saflastirildi. % 2’lik ¢oziiniir patates nisastast, 50 mM pH
6.0 MES tamponunda hazirlandi, deney ortamina final konsantrasyonu % 0.5’lik olacak
sekilde ilave edildi. Metal iyonu icermeyen standart deney ortami kontrol olarak (100)

kabul edildi ve deney gruplarinin kontrol degerine gore aktivite degisimi % deger olarak
belirlendi.

Tablo 8. | mM metal iyonu iceren deney ortami

Deney bilesenleri Ornek Kor
Coziiniir patates nisastasi (% 2) 100 pL 100 pL
Metal iyonlar1 4 uL 4 uL
50 mM MES tamponu 96 uL 96 uL
Enzim 200 uLL -
Inkiibasyon (60 °C) 30 dk 30 dk
DNS 100 uL 100 uL
Enzim - 200 pL
Soguk su banyosunda inkiibasyon 2 dk 2 dk
Kaynar su banyosunda inkiibasyon 5 dk 5 dk
Soguk su banyosunda inkiibasyon 3 dk 3 dk
Distile su 1000 uL 1000 pL

530 nm dalga boyunda absorbans okunur
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Tablo 9. 5 mM metal iyonu igeren deney ortami

Deney bilesenleri Ornek Kor
Coziiniir patates nisastast (% 2) 100 pL 100 uL
Metal iyonlar1 20 uL 20 uL
50 mM MES tamponu 80 uL 80 uL
Enzim 200 uLL -
Inkiibasyon (60 °C) 30 dk 30 dk
DNS 100 uL 100 uL
Enzim - 200 puL
Soguk su banyosunda inkiibasyon 2 dk 2 dk
Kaynar su banyosunda inkiibasyon 5 dk 5 dk
Soguk su banyosunda inkiibasyon 3 dk 3 dk
Distile su 1000 pL 1000 uL

530 nm dalga boyunda absorbans okunur

Tablo 10. 10 mM metal iyonu iceren deney ortami

Deney bilesenleri Kor
Coziiniir patates nisastasi (% 2) 100 pL 100 uL
Metal iyonlar1 40 uL 40 uL
50 mM MES tamponu 60 uL 60 uL
Enzim 200 uL -
Inkiibasyon (60 °C) 30 dk 30 dk
DNS 100 uL. 100 uL
Enzim = 200 pL
Soguk su banyosunda inkiibasyon 2 dk 2 dk
Kaynar su banyosunda inkiibasyon 5 dk 5 dk
Soguk su banyosunda inkiibasyon 3 dk 3dk
Distile su 1000 pL 1000 uL

530 nm dalga boyunda absorbans okunur
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2. 21. Enzimin Tuz Toleransi

GA’nin tuz toleransini belirlemek i¢in, enzim final konsantrasyonu 0.05, 1, 2, 3,
4 ve 5 M NaCl ile 4 °C’da, 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra standart deney
kosullarinda enzim aktivitesi ol¢iildii. Baslangic aktivite ol¢iimii kontrol (100) olarak

kabul edildi ve aktivite degisimi kontrol degerine gére % deger olarak belirlendi.

2.22. Enzim Aktivitesi Uzerine Inhibitorler ve Denatiirantlarin Etkisi

Inhibe edici ajanlar ve denatiirantlarin enzim aktivitesi iizerine etkisini
belirlemek amaciyla; (1) sistein, histidin ve serin inhibitorii olan fenil metil siilfonil florit
(PMSF); (2) SH-grubu (siilfidril grubu) inhibitérii olan B-merkaptoetanol; (3) SH-grubu
ve disiilfit grubu (-S-S-) inhibitorii olan ve aymi zamanda antioksidan olan 1,4-
dithiothreitol; (4) tiyol grubu inhibitorii olan 5,5-dithiobis(2-nitrobenzoik asit) (DTNB);
(5) triptofan inhibitérii olan N-bromo suksinamit (NBS); (6) serin inhibitorii olan
Sikloheksil-N-(2-morfolinoetil)-karboimid metil-p-toluen-sulfonat (CMC); (7) protein
denaturant1 olan iire ve (8) SDS kullanildi. PMSF, B-merkaptoetanol, dithiothreitol,
NBS, CMC, DTNB, iire ve SDS’nin 100 mM’lik stok ¢ozeltilerinden, deney ortamina
final konsantrasyonu 0.5, 1, 2, 4, 6, 8, 10 mM olacak sekilde eklendi (Tablo 11, 12, 13,
14, 15, 16 ve 17). Enzim ¢o6zeltisi bu konsantrasyonlardaki inhibe edici ajanlarla 40
°C’da 30 dk inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda geride kalan enzim aktivitesi standart
deney kosullar1 altinda belirlendi (Tablo 18). Ayni kosullar altinda inhibitor icermeyen
standart deney ortami kontrol olarak (100) kabul edildi ve deney gruplarinin kontrol
degerine gore aktivite degisimi % deger olarak belirlendi. Deneyde kullanilan stok
cozeltiler asagidaki sekilde hazirlandi.

- B-merkaptoetanol, 1,4-dithiothreitol, NBS, CMC, iire ve SDS distile suda, PMSF
ise n-propanolda, DTNB ise 0.1 M NaOH de ¢oziildii.
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- % 2.5’lik ¢oOziiniir patates nisastasi, 50 mM pH 6.0 Mcllvaine tamponunda

hazirland1 deney ortaminda final konsantrasyonu % 0.5’lik olacak sekilde ilave

edildi.

Tablo 11. 0.5 mM inhibitor ve denatiirant iceren deney ortami

Deney bilesenleri Ornek
50 mM Mcllvaine tamponu 118 pL
Inhibe edici ajan 2 uL
Enzim 200 uL
Inkiibasyon siiresi (40 °C) 30 dk

Standart deney kosullarinda 6l¢iim yapildi

Kor

118 uL
2 uL

200 uL
30 dk

Tablo 12. 1 mM inhibitor ve denatiirant iceren deney ortami

Deney bilesenleri Ornek
50 mM Mcllvaine tamponu 116 pL
Inhibe edici ajan 4uL
Enzim 200 pL
Inkiibasyon siiresi (40 °C) 30 dk

Standart deney kosullarinda 6l¢iim yapildi

Kor
116 uL
4 uL
200 uL
30 dk
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Tablo 13. 2 mM inhibit6r ve denatiirant iceren deney ortami

Deney bilesenleri Ornek
50 mM Mcllvaine tamponu 112 pL
Inhibe edici ajan 8 uL
Enzim 200 pL
Inkiibasyon siiresi (40 °C) 30 dk

Standart deney kosullarinda 6l¢iim yapildi

Kor
112 uL
8 uL
200 uL
30 dk

Tablo 14. 4 mM inhibit6r ve denatiirant iceren deney ortami

Deney bilesenleri Ornek
50 mM Mcllvaine tamponu 104 L
Inhibe edici ajan 16 uL
Enzim 200 pL
Inkiibasyon siiresi (40 °C) 30 dk

Standart deney kosullarinda 6l¢iim yapildi

Kor
104 pL
16 uL
200 uL
30 dk

Tablo 15. 6 mM inhibitor ve denatiirant iceren deney ortami

Deney bilesenleri Ornek
50 mM Mcllvaine tamponu 96 uL
Inhibe edici ajan 24 uL
Enzim 200 pL
Inkiibasyon siiresi (40 °C) 30 dk

Standart deney kosullarinda 6l¢iim yapildi

Kor
96 uL
24 uL
200 uL
30 dk
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Tablo 16. 8 mM inhibitor ve denatiirant iceren deney ortami

Deney bilesenleri Ornek Kor
50 mM Mcllvaine tamponu 88 uL 88 uL
Inhibe edici ajan 32 uL 32 uL
Enzim 200 pL 200 uL
Inkiibasyon siiresi (40 °C) 30 dk 30 dk

Standart deney kosullarinda 6l¢iim yapildi

Tablo 17. 10 mM inhibitor ve denatiirant iceren deney ortami

Deney bilesenleri Ornek Kor
50 mM Mcllvaine tamponu 80 uL 80 uL
Inhibe edici ajan 40 uL 40 uL
Enzim 200 pL 200 uL
Inkiibasyon siiresi (40 °C) 30 dk 30 dk

Standart deney kosullarinda 6l¢iim yapildi



-390 -

Tablo 18. inkiibasyon sonras1 deney bilesenleri (Standart deney kosullart)

Deney bilesenleri Ornek Kor
Coziiniir patates nisastasi (% 2.5) 100 puL 100 uL
Deney ortami 300 uL -
Inkiibasyon (60 °C) 30 dk 30 dk
DNS 100 uL 100 uL
Deney ortami = 300 uL
Soguk su banyosunda inkiibasyon 2 dk 2 dk
Kaynar su banyosunda inkiibasyon 5 dk 5 dk
Soguk su banyosunda inkiibasyon 3 dk 3 dk
Distile su 1000 pL 1000 pL

530 nm dalga boyunda absorbans okunur

2. 23. Ham Nisasta Adsorpsiyonu

GA’nin nisastaya adsorpsiyon oranini belirlemek i¢in ¢Oziiniir olmayan misir
nisastasi, pirin¢ nisastas1 ve bugday nisastast kullanildi. Bu islem icin 1 g nisasta ornegi
2 mL saflastirilmis enzimle (3630,28 U/mL) karistirildi. Enzim nisasta karisitmi 4 °C’de
20 dakika manyetik karistiricida karistirilarak inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda enzim-
nisasta karisimi, 2500 x g’de 10 dakika oda sicakliginda santrifiij edildikten sonra,
stipernatantda enzim aktivitesi standart deney kosullarinda 6l¢iildii. Adsorpsiyon orani
asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi (Morita and Fujio, 2000).

(0-R)

AO(%)= x100

AO = Adsorpsiyon orani
O = Baslangi¢ enzim aktivitesi

R = Geride kalan enzim aktivitesi
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2. 24. ince Tabaka Kromatografisi (TLC)

Nisastanin enzimatik hidrolizi sonucu olusan iriinlerin analizi icin ince tabaka
kromatografisi (Alugram® Sil G/UVj3s4 0.20 mm, 5 x 10 cm, Germany) kullanildi
(Fontana et al., 1988). Bu islem i¢in 1 mL enzim cozeltisi ile 1 mL % 1’lik ¢oziiniir
patates nisastas1 karistirilarak 40 °C’da 48 saat inkiibe edildi. Belirli zaman araliklarinda
(2, 4, 8, 24 ve 48) enzim-nisasta karistmindan 200 puL alinarak kaynar su banyosunda 5
dakika kaynatildi. Ornekler kullanilincaya kadar 4 °C’da saklandi. Standart olarak
glukoz, maltoz, maltotrioz, maltotetroz ve maltopentoz kullanildi. Standart karisimi 50
mM Mcllvaine tamponunda % 0.1°lik olacak sekilde hazirlandi. ince tabaka plaklarinin
alt kismindan 0.5 cm’lik bir bosluk olacak sekilde ¢izgi ¢izildi. Sonra standart, nisasta ve
orneklerden mikropipetle 10 uL alinarak birer santim araliklarla plaklara uygulandi ve
havada kurutuldu. Hareketli faz i¢cin n-butanol; etanol; su (5; 3; 2) karisimi hazirlandi.
Ince tabaka kromatografi tankina (Sigma, Germany) bu kariggtmindan 15 mL
eklendikten sonra kurutulan plaklar tanka yerlestirildi, 6rneklerin yiiriitiilmesi saglandi.
Yiiriitme isleminden sonra c¢oziiciiniin aldig1 yol ol¢iildii ve plaklar havada kurutuldu.
Boyama islemi icin siilfiirik asit; metanol (1; 9) karisiminda hazirlanmis % 0.2’lik
orsinol kullanildi. Sonra plaklar boya ¢ozeltisine batirilip ¢ikarildi ve havada kurumasi
saglandi. Kuruyan plaklar 100 °C’lik etiivde 10 dakika tutularak renk gelisimi saglandi.
Olusan lekelerin aldigi yol cetvelle 6lgiildii. Ornegin ve standartlarin aldig1 yol,
cOziiciiniin aldig1 yola oranlanarak Rf degerleri asagidaki formiile gore hesaplandi.
Orneklerin Rf degerleri, standartlarin Rf degerleri ile karsilastirilarak enzim hidrolizi

sonucunda olusgan iiriiniin ve enzimin tipi belirlendi.

Ornegin aldigi yol (cm)

Rf =

- Coziiciiniin aldigi yol (cm)
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2. 25. Elektroforez ve Zimografi

2. 25. 1. GA’min molekiil agirhk tayini

GA’nin safliginin ve molekiiler agirliginin saptanmast Laemmli yOntemine
(1970) gore PAGE ve SDS-PAGE kullanilarak yapildi. Standart olarak miyozin
(Tavsankani, 205000 Da), B-galaktozidaz (E.coli, 116000 Da), fosforilaz B (Tavsankant,
97000 Da), albumin (Sigir, 66000 Da), albumin (Yumurta, 45000 Da), karbonik
anhidraz (Sigir eritrosit, 29000 Da) kullanildi. GA’nin goriintiilenmesi icin PAGE ve
SDS-PAGE kullanilarak zimografi (Wanderley et al., 2004) yapildi. SDS-PAGE, PAGE

ve zimografi elektroforezi, asagida anlatildigr gibi yapildi.

a. Jelin Hazirlamisi: Protein kontaminasyonunu ve her tiirlii kirliligi 6nlemek
icin biitiin islemler eldiven giyilerek yapildi. Elektroforez camlar1 % 70’lik etanolle iyice
temizlendikten sonra jelin sizmasi Onlemek i¢in kenarlari silikonlandi. Cam levhalar
arasinda sizintt olup olmadigr kontrol edildikten sonra, hava kabarcigi kalmayacak
sekilde degaze edilmis % 10’luk ayirma jeli TEMED ve amonyum persiilfat ilave
edildikten sonra karistirildi. Hazirlanan jeller enjektor kullanilarak mini elektroforez
(Bio-Rad, Mini-PROTEAN, U.S) ve biiyiik elektroforez (20 x 20) (UVP, Germany)

camlar1 arasina dokiildii. Ayirma jelinin igerigi Tablo 19°da verildi

Jelin havayla temasin1 kesmek icin, iizeri % 70’lik etanolle kapatildi ve jelin
polimerlesmesi i¢in 1 saat beklendi. Siire sonunda jel iizerindeki alkol kurutma kagidi ile
jele temas etmeden yavas yavas alindi. Ayirma jelinin lizerine % 5’lik hazirlanan
yogunlastirma jeli dokiildii. Tarak, jelle arasinda hava kabarcigi kalmamasina ve ayirma
jeline degmemesine dikkat edilerek jele yerlestirildi. Jelin polimerlesmesi icin bir gece

beklendi. Yogunlastirma jelinin icerigi Tablo 20’de verildi.
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b. Orneklerin Hazirlamsi ve Jele Uygulamisi: Jele uygulanacak Grnekler ve
standart, yiirlitme tamponuyla uygun seyreltmeleri yapildiktan sonra kaynar su
banyosunda 5 dakika kaynatildi (PAGE ve zimografi icin 6rnekler kaynatilmadi). Tarak
jele zarar vermeden cekildi. Jel distile su ile yikanarak, polimerlesmeyen jel
uzaklastirildi. Daha sonra olusan kuyucuklarin yarisina kadar elektrot tamponu koyuldu.
Kuyucuklara uygun seyreltmeleri yapilan 6rneklerden, kiiciik elektroforez i¢in 15 pL,
biiyiik elektroforez icin 20 uL yiiklendi. Ornekler jele yiiklendikten sonra jel tankin icine
yerlestirildi ve kuyucuklarin iizerini ortecek sekilde elektrot tamponu eklendi. Giig
kaynag1 (UVP, Germany) ile iist jele 100 V 20 mA, alt jele 200 V 40 mA elektrik akimi

verilerek proteinlerin ayirma islemi yapildi.

c. Jelin Boyanmasi: Cam plaklar arasindan ¢ikarilan jelden iist jel ayrildi.
Boyanin aldigi yol kumpasla ol¢iildiikten sonra, ayirma jeli zimogram ve protein

boyamasi yapilmak iizere ikiye ayrildi. Jellerin protein boyamasi iki sekilde yapildi.

Commasie Brillant mavisi ile Boyama: Cam plaklar arasindan ¢ikarilan jel
commasie brillant mavisine alinarak bir gece bekletildi. Daha sonra jel boya
cozeltisinden cikarildi. Jeldeki boyanin giderimi i¢in iki ayr1 yikama ¢ozeltisi kullanildi.
1. yikama c¢ozeltisinde 1 saat ve 2. yikama c¢ozeltisinde 6 saat bekletildi. Gerekli

Olctimler yapildiktan sonra jeller % 5’°lik asetik asit ¢ozeltisine alinarak saklandi.

2. 25. 2. Zimografi

Zimografi icin cam plaklar arasindan ¢ikarilarak ayrilan jel, oda sicakliginda 20
dk distile su ile yikandi. Jel 50 mM pH 6.0 Mcllvaine tamponunda oda sicakliginda 1
saat bekletildi. Aym1 tamponda hazirlanmis % 1’lik ¢oziiniir patates nisastasi icinde 4
°C’da 1 saat inkiibe edildi. Jel aymi ¢ozelti icerisinde 50 °C’da 1 saat etiivde inkiibe

edildi. Jel nisastadan c¢ikarilip distile su ile yikandi. Yikama isleminden sonra iyot
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cozeltisinde (1 mM I, - 0.5 M KI) bantlar belirginlesene kadar bekletildi. Gerekli

Olciimler yapildiktan sonra ayni ¢ozelti icerisinde saklandi.

2. 25. 3. SDS-PAGE, PAGE ve zimografi icin gerekli cozeltiler

% 30’luk akrilamid / NN'- metilenbisakrilamid stok cozeltisi: 29.2 ¢
akrilamid ve 0.8 g N,N'- metilenbisakrilamid 100 mL distile suda ¢oziildii. Hazirlanan

cozelti koyu renkli sisede ve oda sicakliginda 1 ay saklandi

Ayirma tamponu (separating tamponu): 34.344 g Tris-baz az miktarda distile
su igerisinde ¢oziildiikten sonra, konsantre HCI kullanilarak pH’s1 8.8’e ayarlandi. 0.8 g
SDS az miktarda distile su icerisinde ¢oziildiikten sonra hazirlanan Tris-baz {izerine
eklendi ve distile su ile 100 mL‘ye tamamlandi. PAGE icin hazirlanan ayirma
tamponunda SDS kullanilmadi. Hazirlanan tampon oda sicakliginda kullanilincaya kadar

saklandi.

Yogunlastirma tamponu (Stacking tamponu): 1.515 g Tris-baz az miktarda
distile su icerisinde ¢oziildiikten sonra konsantre HCI kullanilarak pH’s1 6.8’e ayarlandi.
0.1 g SDS az miktarda distile su icerisinde coziildiikten sonra hazirlanan Tris-baz
tizerine eklendi ve distile su ile 25 mL‘ye tamamlandi. PAGE icin hazirlanan
yogunlastirma tamponunda SDS kullanilmadi. Hazirlanan tampon oda sicakliginda 1 ay

sure ile saklandi.

% 10’luk Amonyum persiilfat: 0.1 g Amonyum persiilfat 1 mL distile su

igerisinde ¢oziildii. Cozelti kullanilacagl zaman taze olarak hazirlandi.

1 M Trizma baz: 12.114 g Tris-baz az miktarda distile su icinde coziildii.
Konsantre HCl kullanilarak pH 6.8’e ayarlandiktan sonra distile su ile 100 mL’ye

tamamlandi.
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% 2’lik Brom fenol mavisi: 0.1 g brom fenol mavisi 5 mL distile su igerisinde

coziildii.
Tablo 19. % 10’luk ayirma jelinin igerigi

Kullanilan malzeme Mini elektroforez  Biiyiik elektroforez
Tek jel icin (mL) Tek jel icin (mL)

Distile su 2.55 11.475

Ayirma tamponu (pH 8.8) 1.66 7.5

% 30’1uk akrilamid/bis acrilamid 2.2 9.9

Vakum altinda degaze islemi. 10 dk 10 dk

TEMED 0.006 0.027

% 10’luk amonyum persiilfat 0.043 0.195

Tablo 20. % 5°1ik yogunlastirma jelinin icerigi

Kullanilan malzeme Mini elektroforez  Biiyiik elektroforez
Tek jel icin (mL) Tek jel icin (mL)

Distile su 0.965 5.80

Yogunlastirma tamponu (pH 8.8) 0.416 2.50

% 30’1uk akrilamid/bis acrilamid 0.278 1.67

Vakum altinda degaze islemi 10 dk 10 dk

TEMED 0.0017 0.10

% 10’luk amonyum persiilfat 0.017 0.01

% 10’luk Sodyum dodesil siilfat (SDS): 5 g SDS 50 mL distile su icerisinde

yavas yavas karistirilarak ¢oziildii.

Yiikleme tamponu: 1 M Tris-bazdan (pH 6.8) 12.5 mL, % 10’luk SDS’den 40
mL, gliserolden 20 mL, % 2’lik brom fenol mavisinden 2 mL ve % 5’lik B-
merkaptoetanolden 5 mL alinarak karistirlldi. PAGE i¢in hazirlanan yiikleme

tamponunda SDS ve B-merkaptoetanol kullanilmadi. Hazirlanan tampon koyu mavi
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renkte degilse, renk olusana kadar NaOH ilave edildi. Distile su ile hacmi 100 mL’ye
tamamlandi. Ornek tamponu kullanmilincaya kadar oda sicaklifinda saklandi. f-
merkaptoetanol’iin etkisi zamanla kayboldugundan gerektigi zaman hazirlanan tampona

ayni oranda ilave edildi.

Tris-Glisin Elektrot tamponu (Yiiriitme tamponu): 3 g Tris-baz ve 144 g
glisin az miktarda distile su icerisinde ¢oziildii ve konsantre HCI kullanilarak pH’s1 8.5’
ayarlandi. 1 g SDS az miktarda distile su igerisinde ¢oziilerek Tris-glisin ¢ozeltisine
ilave edildi. Distile su ile 1000 mL’ye tamamlandi. PAGE icin hazirlanan elektrot
tamponunda SDS kullanilmadi. Hazirlanan tampon kullanilincaya kadar 4 °C’da

saklandi. Tampon 2-3 kez kullanildiktan sonra yenilendi.

Commasie Blue G-250 Cozeltisi: 0,125 g commasie blue tartildiktan sonra bir
miktar distile su icerisinde ¢oziildii. Uzerine 200 mL metanol ve 35 mL asetik asit ilave
edilerek distile su ile 500 mL’ye tamamlandi. Jel bu ¢6zeltide bir gece bekletildi.

1. Yikama Cozeltisi: Metanol; asetik asit; distile su (400; 70; 530 mL) oranlarinda
karistirildi.
2. Yikama Cozeltisi: Metanol; asetik asit; distile su (50; 70; 880 mL) oranlarinda

karigtirildi.

2. 26. Verilerin Degerlendirilmesi

Protein derisimi, glukoz standardi, Vmax ve Km degerleri lineer regrasyon
analizi ile saptand1 (STATISTICA 6.0). Her deney ii¢ tekrar {izerinden yapildi. Gruplar
arasindaki farkin ve bu farkin hangi gruptan kaynaklandiginin belirlenmesi icin tek
yonlii varyans analizi (Duncan Testi) yapildi (STATISTICA 6.0). Kontrol grubu ile
deney grubu arasindaki farkin belirlenmesinde eslenmis Orneklerde t-testi uygulandi

(STATISTICA 6.0).
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3. BULGULAR

3. 1. Funguslarin Amilolitik Taranmasi ve Secimi

Adnan Menderes Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Kiiltiir Koleksiyonunda havadan izole edildikten sonra
tanis1 yapilmig 17 fungusun kalitatif amilaz tarama sonuglar1 Tablo 21°de goriilmektedir.
Sekil 4’de amilolitik taramada pozitif ve negatif sonuca birer Ornek verilmistir.
Amilolitik tarama sonuclarina bakildiginda 8 tiirde amilaz aktivitesi goriildii. Bu
tiirlerden en iyi zon capi gosteren fungusun Aspergillus flavus HBF34 susu oldugu
saptandi. Bu nedenle, A. flavus HBF34 susu amilaz iiretimi, saflastirilmasi ve
karakterizasyonu i¢in secildi. A. flavus HBF34’lin fermentasyon ortamina ekimi
yapilmadan Onceki sporulasyon ortamindaki ve malt ekstrakt agardaki goriintiisii Sekil 5

de goriilmektedir.

Tablo 21. Funguslarin kalitatif amilolitik tarama sonuglar1

Trichoderma sp. HBF 110 - = -
Aktivite capi Koloni capi Zon Cap1

Fungus ®) ® (R/T)
Acremonium kiliense HBF 95 - - -
Aspergillus flavus HBF 34 14.30 7.00 2.04
Aspergillus fumigatus HBF 96 7.34 4.7 1.56
Aspergillus japonicus HBF 97 - - -
Aspergillus niger HBF 98 - - -
Aspergillus niveus HBF 99 - - -
Aspergillus sclerotiorum HBF 100 8.20 6.36 1.29
Aspergillus terreus HBF 101 3.70 2.30 1.60
Aspergillus versicolor HBF 102 - - -
Aspergillus wentii HBF 103 9.90 7.00 1.41
Cladosporium sp. HBF 104 - - -
Epicoccum sp. HBF 105 1.50 1.20 1.25
Penicillium chrysogenum HBF 106 - - -
Penicillium restrictus HBF 107 10.20 5.26 1.93

Rhizopus stolonifer HBF 108 - - -
Scapulariopsis sp. HBF 109 4.56 3.72 1.21
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(a) (b)

Sekil 5. (a) Aspergillus flavus HBF34’iin sporulasyon ortamindaki goriintiisii. (b) A.flavus HBF34’tin
malt ekstrakt agar ortamindaki goriintiisii.
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3. 2. A. flavus HBF34 Biiyiime Egrisi ve Enzim Uretimi

A. flavus HBF34’iin biiyiime egrisi ve en iyi enzim iiretim zamanini saptamak
icin 7 giinliik inkiibasyon siiresince giinliikk biyomas, pH, rediiktor seker ve enzim
aktivite olciimleri yapilarak, elde edilen degerler Tablo 22°de verilmistir. Inkiibasyon
siiresine bagli olarak biyomas 1. giinde en diisiik seviyede olup, siireye bagli olarak
biyomas miktar1 artmaya devam etmis ve 5-7 giinler arasinda ise sabit bir degere
ulagmistir (Sekil 6). Baglangicta 5.4 olan pH enzim aktivitesinin en yiiksek oldugu giin
maksimuma ulasnustir (Sekil 6). Inkiibasyon siiresine bagh olarak rediiktor seker miktart
2. giinde c¢ok yiiksek olup, diger giinlerle karsilastinnldiginda aralarindaki fark
istatistiksel olarak onemli (p< 0.05) bulunmustur. 3. giinden itibaren rediiktor seker
miktar1 azalarak minimum seviyeye inmektedir (Sekil 7). Enzim aktivitesi 1. ve 3.
giinlerde rediiktor seker miktarinin fazla olmasindan dolay: ol¢iilememistir. 4. giinden
itibaren enzim aktivitesi artarak 6. giinde maksimum degere ulasmis ve 7. giinde
azalmistir (Sekil 7). Olgiilen bu degerler arasindaki fark istatistiksel olarak onemli (p<
0.05) bulunmustur.

Tablo 22. A. flavus HBF34'in fermentasyon ortaminda zamana bagl rediiktor seker, enzim

aktivitesi, pH ve biyomas degisimi

Inkiibasyon  Rediiktor seker Enzim aktivitesi

siiresi (umol/mL) (U/mL) Biyomas
(giin) (ORT. £S.H.) x (ORT.xS.H.) x pH (g/100 mL)
0 - - - - 540 -

1 508.17 £4.41 a * - 564 0.0089

2 8679.83+£133.46 b * - 521 04885

3 3274.83 +60.71 g |¥ - 531 0.8815

4 413.17 £3.33 a 159.97£2.22 a 563 1.0110

5 468.17 £ 6.01 a 328.58+7.09 b 563 1.1441

(3 523.17 £6.01 a 49136+12.10 ¢ 693 1.1675

7 468.17 £ 1.67 a 262.19£4.31 d 590 1.1733

ORT: Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir. S.H.: Standart hata.

x : Ayni siitunda farkli harfler tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak onemlidir
(p <0.05).

* 1 Aktivite olciilemedi.
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14 175
1,2 + 7,0
1,0 - 6,5
0,8 + 6,0
jas)
=
0,6 o + 5,5
0,4 +5,0
—&—Biyomas —l—pH
0,2 + 4,5
0,0 &— ¢ f f f f f f 4,0
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Inkiibasyon siiresi (giin)
Sekil 6. A. flavus HBF34'tin bityiime egrisi ve kiiltiir ortaminin pH degisimi.
10000 - - 600
8000 1 —&— Rediiktor seker 300
—l— Voliim aktivite 1 400
6000 -
+ 300
4000 -
-+ 200
2000 - L 100
o & o
0 M M M 0
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Inkiibasyon siiresi (giin)

Sekil 7. A. flavus HBF34 kiiltuir ortamindaki rediiktor seker ve enzim aktivite degisimi

Voliim aktivite (U/mL)
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3. 3. Fermentasyon Ortamma Sahnan Enzim Uretiminin

Elektroforetik Olarak izlenmesi

Enzim iiretiminin maksimum oldugu 6. giinde, fermentasyon ortamu siiziildiikten
sonra PAGE jeline uygulanarak zimografi yapilmistir. Zimografi sonucunda, A. flavus
HBF34’iin fermentasyon ortaminda iki amilaz iiretildigi goriilmiistiir (Sekil 8a). A.
flavus HBF34 tarafindan fermentasyon ortamina salinan amilazin, fermentasyonun hangi
giiniinden itibaren iiretilmeye basladigini, enzimlerin iki gen iiriinii mii yoksa ortamdaki
proteolitik enzimler tarafindan alt birimlere ayrilip ayrilmadigini saptamak icin
fermentasyon ortamu giinliik elektroforetik olarak izlenmistir. 1. giinde enzim ¢ok diisiik
de olsa goriintiilenmistir. 2. giinden itibaren ise fermentasyon ortaminda iki enzim
tiretilmeye baslandig1 ve bu enzimlerden GA2’nin iki alt {initeye (GA2a ve GA2b) sahip
oldugu gozlenmistir (Sekil 8b).

GA2

GAl

D 1 2 3 4 5 6 S D
(a) (b)

Sekil 8. A. flavus HBF34’tin fermentasyon ortamina saldigi amilazin elektroforetik olarak
izlenmesi . (a). PAGE zimografi goriintiisii, D: Direkt kiiltiir, GA1: Glukoamilaz 1, GA2:
Glukoamilaz 2. (b) SDS-PAGE zimografi. 1-6 giinliik fermentasyon ortami, S: Saflastirilmis

enzim, GA2a: Glukoamilaz 2’nin 1. alt tinitesi, GA2b: Glukoamilaz 2’nin 2. alt iinitesi.
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3. 4. Enzimin Saflastirilmasi

Liyofilizasyonla konsantre edilen siiziintii, Najafi ve Kembhavi’'nin (Najafi and
Kembhavi, 2005) nisasta afinite kromatografi metodu kismi olarak degistirilerek
saflastirilmis ve saflagtirma basamaklart Tablo 23’de sunulmustur. Direkt kiiltiiriin
spesifik aktivitesi 55.14 + 1.30 U/mg protein olarak bulunmustur. Bu fraksiyonun verimi
(%) 100 ve saflastirma katsayis1 1 olarak kabul edilip, sonraki fraksiyonun verim ve
saflagtirma katsayis1 bu fraksiyon temel alinarak hesaplanmistir. Saflastirma sonucunda
enzimin spesifik aktivitesi 6671 + 358 U/mg protein, verimi % 25 + 0.21 ve saflastirma

katsayis1 117 + 2.7 kat olarak hesaplanmustir.

3. 5. Glukoz Standard:

Glukoamilazin nisastay1 hidrolizleyerek olusturdugu rediiktor seker miktarini
saptamak icin, DNS metodu kullanildi. DNS metodu, rediiktor sekerlerin serbest
karbonil gruplarinin varligin1 test etmek icin kullanilir. Bu metodun prensibi,
fonksiyonel aldehit (6rnegin; glukoz) ve keton (fruktoz) gruplarinin oksidasyonuna
dayanir. Serbest aldehit veya keton grubuna sahip sekerler alkali kosullar altinda 3,5-
dinitrosalisilik asiti, 3-amino, S5-nitrosalisilik aside indirgeyerek renk (kirmizi-

kahverengi) olusumuna neden olur.

Glukoamilazin hidroliziyle olusan rediiktor seker miktarini saptamak icin, glukoz
standart ~ cozeltilerinin  spektrofotometrik  olarak  absorbanslar1  Ol¢iilmiistiir.
Konsantrasyona karst absorbans grafigi linear regresyon analiziyle cizilerek
konsantrasyonu bilinmeyen Ornegin glukoz konsantrasyonu, grafik denklem
formiiliinden hesaplanmistir (Sekil 9). Grafigin denklemi y = 0.0002x — 0.0653,
regresyon katsayist R* = 0.9998 dir.
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3. 6. Protein Tayini

Fermentasyon ortaminin ve saflastirmanin her basamaginda protein tayini
yapildi. Orneklerin protein konsantrasyonlarmi saptamak icin, standart olarak sigir
serum albumini kullanilarak konsantrasyona karsi absorbans grafigi linear regresyon
analiziyle ¢izilip (Sekil 10), bilinmeyen Ornegin protein konsantrasyonu bu grafigin

denklem formiilinden (y = 0.0014x + 0.011, R* = 0.9955) hesaplanmstir.
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Tablo 23. A. flavus HBF34 GA’sinin nisasta afinite kromatografisi ile saflastirilmasi

Fraksiyon = Protein Total Protein Enzim Aktivitesi ~ Total Aktivite Spesifik aktivite
Saflastirma Hacmi (mg/mL) (mg) (U/mL) U) (U/mg protein)
Basamaklar: (mL) (ORT.=S.H.) (ORT.xS.H.) (ORT.xS.H.) (ORT.xS.H.) (ORT.%S.H.)
Direkt kiiltiir 31 9.63 £0.12 298.56 + 3.85 530.81 +7.94 16455 £ 246 55.14 £ 1.30
Nisasta Affinite 5 0.041£0.002  0.62+0.03 273.58 +3.85 4104 + 58 6671 + 358
Kromatografisi

ORT: Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir. S.H.: Standart hata.

Verim
(%)
(ORT. £S. H.)

100

25+0.21

Saflastirma
Katsayisi
(ORT. £S.H.)

117 £2.70



1,2 §

0,8

0,6

Absorbans (OD530)

0.4

0,2 +
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y =0.0002x - 0.0653
R?=0.9998

0,35

0,30 -

0,25 -

0,20 -

0,15 -

Absorbans (OD750)

0,10 -

0,05 -

v T T T T T T T T T T 1

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000 5500

Glukoz konsantrasyonu (umol/mL)
Sekil 9. Glukoz standart egrisi.

y =0.0014x + 0.011
R*=0.9955

0,00

80 100 120 140 160 180 200 220
Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 10. Protein standart egrisi.
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3.7. inkiibasyon Siiresinin Etkisi

Enzim ve substrat farkli zaman araliklarinda inkiibe edildiklerinde rediiktor seker
miktar1 zamana bagli olarak artmakta ise de, ilk 30 dakikalik artis dogrusaldir (Sekil 11
ve Tablo 24). Bu nedenle bundan sonraki standart enzim aktivite deneyleri 30 dakikalik
inkiibasyonlar ile yapilmustir. Inkiibasyon periyotlar1 arasindaki fark istatistiksel olarak
onemlidir. Ancak, 60 ve 75 dakikalik inkiibasyonlar arasindaki fark 6nemsiz iken diger

inkiibasyonlarla arasindaki fark énemlidir (p< 0.05).

Tablo 24. A. flavus HBF34’tiin GA aktivitesi lizerine inkiibasyon zamaninin etkisi

) Rediiktor seker Enzim aktivitesi
Inkiibasyon = Zamam (pmol/mL) (U/mg protein)

(dk) (ORT. £8S. H.) x (ORT.xS.H.) X
5 633.17 £3.33 a 59733 £314 a
10 826.50 £ 22.55 b 77972 £2127 b
15 1031.50 + 36.06 c 97311 +£3401 c
20 1209.83 +22.42 d 114135 £2115 d
30 1656.50 + 85.05 e 156274 8023 ®
45 1854.83 £29.20 f 174984 £ 2755 f
60 2306.50 £ 57.95 g 217594 £ 5467 g
75 2456.50 + 122.17 g 231745 £11525 g
90 2663.17 £ 78.81 h 251242 +£7435 h
105 2914.83 £17.6 1 274984 £ 1664 1

ORT: Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir. S.H.: Standart hata.

x: Ayni siitunda farkli harfler tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir
(p <0.05).
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3500 — — 300000
3000 - 250000
g 2500 -+ .
: 1 200000 7
2 2000 + 2
: £ 150000 =
% 1500 1 -
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2 1 100000 &
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w —@— Rediiktor seker 1 50000 M

—— Spesifik aktivite
0 e 0

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110

Inkiibasyon zamani (dk)
Sekil 11. inkiibasyon zamaninin enzim aktivitesi iizerine etkisi.

3. 8. Enzim Aktivitesi Uzerine Sicakhgin Etkisi

GA aktivitesi (U/mg protein) iizerine sicakligin etkisini belirlemek i¢in 10 ile 80
°C arasinda 5 °C’lik araliklarla aktivite ol¢timleri yapilmis olup, sonuglar Tablo 25 ve
Sekil 12°de gosterilmistir. Enzim aktivitesi 10 °C’da en diisiikk degerde (5270.31 +
183.52) olup, sicakligin kademeli olarak yiikseltilmesiyle aktivite dogrusal bir sekilde
artarak 60 °C’da maksimum seviyeye (29687.87 + 311.84) ulasmistir. Sicakligin daha
ist seviyelere yiikseltilmesiyle, aktivite 65 °C’dan sonra hizla diismektedir. 60 °C’daki
maksimum enzim aktivitesi ile 65 °C’daki maksimum enzim aktivitesi arasindaki fark
istatistiksel olarak Onemsiz, diger sicakliklarda ise onemlidir (p< 0.05). Maksimum
enzim aktivitesi 100 olarak kabul edilerek, diger sicakliklardaki aktivite degisimi
maksimum aktiviteye gére % olarak saptandi. Her ne kadar maksimum aktivite 60 °C’
da saptanmus ise de, 40, 45, 50, 55 ve 65 °C’larda maksimum aktivitenin sirasiyla % 61,

74,775, 92 ve 94 oldugu goriilmiistiir.



Aktivite (U/mg protein)
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Tablo 25. A. flavus HBF34’tin GA aktivitesi iizerine sicakligin etkisi

Sicaklik (°C)

10
15
20
25
30
35
40
45
50
55
60
65
70
75
80

ORT: Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir. S.H.: Standart

Enzim Aktivitesi (U/mg protein)
(ORT. £8S.H.)

5270.31 + 183.52
6733.87 £ 144.02
6928.02 + 395.97
9287.63 + 806.45
11049.88 £ 544.03
14305.56 £ 846.92
18173.54 £ 1209.49

22071.39 £929.17
22489.55 +371.56
27447.73 £ 240.34
29687.87 +£311.84
28119.77 £ 308.60
11303.76 +491.47
8809.74 + 481.38
7241.64 £39.51

bdj

]
hata.

%
AKtivite

17.75
22.68
23.34
31.28
37.22
48.19
61.22
74.34
75.75
92.45
100

94.72
38.08
29.67
24.39

x: Ayni stitunda farkli harfler tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel
olarak onemlidir (p < 0.05).

30000 -

25000 +

20000 -

15000 ~

10000 -

5000 -

10

t * t * t * t
20 30 40 50
Sicaklik (°C)

60

70

Sekil 12. A. flavus HBF34'tin GA aktivitesi tizerine sicakligin etkisi.

80

90
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3. 9. Enzim Stabilitesi Uzerine Sicakhgn Etkisi

GA stabilitesi iizerine sicakligin etkisi ile ilgili sonuglar Tablo 26, 27 ve Sekil 13,
14, 15°de gosterilmistir. Enzim stabilitesi iizerine sicakligin etkisini belirlemek amaciyla
enzim, farkli sicakliklarda (27, 40, 50, 60, 70 ve 80 °C) inkiibe edilmistir. Enzim
cozeltisinden belli zaman araliklarinda Ornekler alinarak aktivitesi tayin edilmis ve

kontrol degerine gore kalan enzim aktivitesi % olarak belirlenmistir.

GA 27 °C’da 15 dakikadan baglayarak 192 saate kadar inkiibasyona birakilmistir.
GA’1mn 3 giinliik inkiibasyonu sonunda aktivitesini biiyiik ol¢iide korudugu (% 92) ve
kontrol ile arasindaki farkin istatistiksel olarak énemli olmadig goriilmiistiir (p> 0.05).
4. giinden itibaren enzim aktivitesi kontrole gore istatistiksel olarak azalma gostermesine

ragmen, 8. giinde dahi aktivitenin % 86’sinin korundugu saptanmistir.

GA 40 °C’da 15 dakikadan baglayarak 268 saate kadar inkiibasyona birakilmistir.
GA’nin 5 giinliik inkiibasyonu sonunda aktivitesini biiylik 6lciide korudugu (% 95) ve
kontrol ile arasindaki farkin istatistiksel olarak énemli olmadig1 goriilmiistiir (p> 0.05).
6. glinden itibaren enzim aktivitesi kontrole gore istatistiksel olarak azalma gostermesine

ragmen, 11. giinde dahi aktivitenin % 82’sinin korundugu saptanmaistir.

GA 50 °C’da 15 dakikadan baslayarak 96 saate kadar inkiibasyona birakilmistir.
Denenen tiim inkiibasyon periyotlarinda GA aktivitesinin kontrol ile arasindaki farkin
istatistiksel olarak ©nemli oldugu goriilmiistiir (p< 0.05). Inkiibasyon periyotlarindaki
azalma, kontrole gore 6nemli olmasina ragmen, 24, 48, 72 ve 96 saatlik inkiibasyonlarda

aktivitenin sirastyla % 75, 68, 56 ve 40’1nin korundugu goriilmiistiir.

GA 60 °C’da 15 dakikadan baglayarak 2 saate kadar inkiibasyona birakilmistir.

Denenen tiim inkiibasyon periyotlarinda GA aktivitesinin kontrol ile arasindaki farkin
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istatistiksel olarak 6nemli oldugu goriilmiistiir (p< 0.05). Ik 15 dakikada enzimin % 55

aktivitesini korudugu, 2 saatte ise % 23’ii korundugu saptanmaistir.

GA 70 °C’da 15 dakikadan baglayarak 1 saate kadar inkiibasyona birakilmistir.
Denenen tiim inkiibasyon periyotlarinda GA aktivitesinin kontrol ile arasindaki farkin
istatistiksel olarak onemli oldugu gériilmiistiir (p< 0.05). 11k 15 dakikada enzimin % 19

aktivitesini korudugu, 1 saatte ise % 17’si korundugu saptanmaistir.

GA 80 °C’da 15 dakikadan baglayarak 1 saate kadar inkiibasyona birakilmistir.
Denenen tiim inkiibasyon periyotlarinda GA aktivitesinin kontrol ile arasindaki farkin
istatistiksel olarak dnemli oldugu goriilmiistiir (p< 0.05). Ilk 15 dakikada enzimin % 20

aktivitesini korudugu, 1 saatte ise % 19’unun korundugu saptanmustir.
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Tablo 26. A. flavus HBF34 GA'sinin farkl sicakliklardaki stabilitesi

inkiibasyon
zamani

Kontrol
15 dk
30 dk
45 dk

1 saat

2 saat

3 saat

4 saat

5 saat

6 saat

7 saat

8 saat

9 saat
10 saat
24 saat
48 saat
72 saat
96 saat
120 saat
144 saat
168 saat
192 saat
216 saat
240 saat
268 saat

ORT: Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir. S.H.: Standart hata.
x: Aymi siitunda farkli harfler tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak dnemlidir (27, 50, 40, 60, 70, 80 °C; p< 0.05).

Farkh sicakhiklarda enzim aktivitesindeki degisim

27 °C
(ORT. £8S. H.)
4775 £ 99
4443 + 63
4475 + 64
4672 £ 10
4580 + 92
4523 + 229
4941 £ 90
4895 + 191
4569 + 101
4632 + 109
4415 £ 59
4569 + 69
4397 =103
4712 = 109
4506 + 89
4701 %35
438079
3728 £79
3785 %163
3957 £55
3585 £ 152
4123 =107

oo o O O M & M O e e DD DD D M

40 °C
(ORT. = 8. H.)
2890 =6
2751 £40
2738 £40
2728 +£9
2797 =60
3350 = 80
2804 = 54
2817 =80
2956 = 102
2824 +9
2827 =58
2807 £ 49
2903 + 27
2824 + 26
2870 £52
2824 £72
2824 £ 112
2883 £49
2744 + 63
2301 + 48
2493 £40
2357 £37
2563 £ 77
2516 83
2381 £33

o O C O C o o D D 0D 0D 0D 0D D M

50 °C
(ORT. +8S. H.)
4952 + 155
4281 16
43299
4418 £26
4371 58
4318 = 139
4339 + 100
4219 +40
4329 + 113
4271 £241
4035 + 82
3841 73
3899 £ 142
3710 £ 100
3369 + 64
2777 £ 82
1960 = 94

o o o o o o o o T o & MK

c o o o o !

60 °C

(ORT. £8S. H.)
537 £22

295 £19
1826

166 £9
1339

121 £5

o o O T O & K

70 °C

(ORT. £8S. H.)
7809 290
1451 £ 96
1352 10

1299 +34

1362 + 134

oo o T & MK

80 °C

(ORT. +8S. H.)
436 £ 16

86 +3

77 4

923

8343

c o O T & M
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Tablo 27. A. flavus HBF34 GA'sinin farkli sicakliklarda geride kalan aktivite %

Geride kalan aktivite %

Inkiibasyon

zamani 27 °C 40 °C 50 °C 60 °C 70 °C 80 °C
Kontrol 100 100 100 100 100 100
15 dk 93 95 86 55 19 20
30 dk 94 95 87 34 17 18
45 dk 98 94 89 31 17 21
1 saat 96 97 88 25 17 19
2 saat 95 97 87 23 - -
3 saat 103 97 88 - - -
4 saat 103 97 85 - - -
5 saat 96 102 87 - - -
6 saat 97 98 86 - - -
7 saat 92 98 81 - - -
8 saat 96 97 78 - - -
9 saat 92 100 - - - -
10 saat 99 98 79 - - -
24 saat 94 99 75 - - -
48 saat 98 98 68 - - -
72 saat 92 98 56 - - -
96 saat 78 100 40 - - -
120 saat 79 95 - - - -
144 saat 83 80 - - - -
168 saat 75 86 - - - -
192 saat 86 82 - - - -
216 saat - 89 - - - -
240 saat = 87 - - - -

268 saat - 82 - - - -



Geride kalan aktivite %

120

100

80

60

40

20

Geride kalan aktivite %
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Zaman (dk)
——27°C ——40°C —A—50°C —l—60°C ——70°C —@—380°C

Sekil 13. GA'nin farklh sicakliklarda geride kalan aktivite yiizdesi.

110 +

100

90 -

80 -

70 —e—27°C

—8—40°C

60 1 —A—50°C

50 ; ; ; ; ; ; ; ; ; |
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Zaman (saat)

Sekil 14. GA'nin 10 saatlik geride kalan aktivite yiizdesi.
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Zaman (giin)

Sekil 15. GA'nin giinliik geride kalan aktivite yiizdesi.

3. 10. Enzim Aktivitesi Uzerine pH’in Etkisi

GA aktivitesi (U/mg protein) iizerine pH’ nin etkisiyle ilgili sonuglar Tablo 28 ve
Sekil 16’da gosterilmistir. Enzim aktivitesi iizerine pH nin etkisini belirlemek amaciyla,
enzimin pH 3.0-9.0 arasinda aktiviteleri Ol¢iilmiistiir. Enzim aktivitesi pH 3.0’de en
diisiik seviyede olup (2847.66 £ 146.17), pH’daki 0.50’ser birimlik artiglarla beraber
enzim aktivitesi de istatistiksel olarak 6nemli bir artis gostermistir. Maksimum enzim
aktivitesi pH 6.0’da goriilmekle birlikte (8102.44 + 30.64), pH 5.5 ve 6.5°da bulunan
degerlerle arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli olmadig1 saptanmistir (p> 0.05).
pH 6.5’dan itibaren enzim aktivitesi Onemli bir diisiis gOstermistir. Her ne kadar
maksimum enzim aktivitesi pH 6.0’da goriilmiis ise de, pH 3.5, 4.0, 4.5, 5.0, 5.5, 6.5, 7.0
ve 7.5’da maksimum aktivitenin, swrasiyla % 64, 67, 72, 90, 97, 97, 82 ve 79’u

goriilmiistiir.



Aktivite (U/mg protein)
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Tablo 28. A. flavus HBF34 GA aktivitesi tizerine pH'nin etkisi

Enzim aktivitesi (U/mg protein) %
pH (ORT. £S.H.) X Aktivite
3.0 2847.66 + 146.17 a 35
3.5 5183.12 £76.61 G 64
4.0 5448.51 £631.95 bc 67
4.5 5873.14 £ 146.17 bd 72
5.0 7306.26 + 53.08 e 90
5.5 7845.90 +243.40 ef 97
6.0 8102.44 £30.64 f 100
6.5 7828.20 + 154.24 ef 97
7.0 6625.09 +£261.98 g 82
7.5 6412.77 £23.41 dg 79
8.0 3564.23 £91.93 h 44
8.5 3281.14 £ 88.46 ah 40
9.0 3148.44 £58.01 ah 39

ORT: Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir. S.H.: Standart hata.
x: Ayni siitunda farkli harfler tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel
olarak onemlidir (p < 0.05).

9000 —
8000 +
7000 +
6000 +
5000 +
4000 +
3000 +
2000 +

1000 +

pH

Sekil 16. A. flavus HBF34 GA aktivitesi tizerine pH'nin etkisi.
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3. 11. Enzim Stabilitesi Uzerine pH’m Etkisi

Enzim stabilitesi lizerine pH’ nin etkisi ile ilgili sonuglar Tablo 29, 30 ve Sekil
17, 18’de gosterilmistir. Enzim stabilitesi iizerine pH’ nin etkisini belirlemek amaciyla
enzim, farkli pH’larda (3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0) inkiibe edilmis ve belirli zaman
araliklarinda ornekler alinarak aktivitesi tayin edilmistir ve kontrol degerine gore kalan

enzim aktivitesi % olarak belirlenmistir.

Enzim, pH 3.0’de 12-60 saat arasinda inkiibe edilmistir. 48 saatlik inkiibasyon
sonunda enzim aktivitesindeki degisimin, kontrol degeri ile arasindaki farkin istatistiksel
olarak 6nemli olmadig goriilmiistiir (p> 0.05). Enzimin 60 saatlik inkiibasyon sonunda,
aktivitesinin % 78’ini korudugu, ancak kontrol degerine gore Onemli oldugu

gorilmistiir.

Enzim, pH 4.0’de 12-108 saat arasinda inkiibe edilmistir. Enzimin 96 saat
boyunca stabil kaldig1 bulunmus ve bu siire sonunda 6lciilen degerlerin kontrol degeri ile
arasindaki farkin istatistiksel olarak onemli olmadigi saptanmistir. Enzim, 108. saat
sonunda ise aktivitesinin % 88’ini korumus, ancak kontrol degeri ile arasindaki farkin

onemli oldugu goriilmiistiir.

Enzim, pH 5.0’de 12-108 saat arasinda inkiibe edilmistir. Enzimin 96 saat
boyunca stabil kaldigr bulunmus (% 92) ve bu siire sonunda dl¢iilen degerlerin kontrol
degeri ile arasindaki farkin istatistiksel olarak onemli olmadig1 saptanmistir. Enzim, 108.
saat sonunda ise aktivitesinin % 86’sin1 korumus, ancak kontrol degeri ile arasindaki

farkin 6nemli oldugu goriilmiistiir.

Enzim, pH 6.0’da 12-108 saat arasinda inkiibe edilmistir. Enzim, 108 saat
boyunca stabil kalmis (% 95) ve bulunan degerlerin kontrol degeri ile arasindaki farkin

istatistiksel olarak 6nemli olmadigi goriilmiistiir.
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Enzim, pH 7.0’de 12-108 saat arasinda inkiibe edilmistir. Enzim, 96 saat
boyunca stabil kalmis (% 98) ve bulunan degerlerin kontrol degeri ile arasindaki farkin
istatistiksel olarak ©nemli olmadigi goriilmiistir. Enzim, 108. saat sonunda ise
aktivitesinin % 90’1n1 korumus, ancak kontrol degeri ile arasindaki fark istatistiksel

olarak dnemli bulunmustur.

Enzim, pH 8.0’de 12-108 saat arasinda inkiibe edilmistir. Enzim, 96 saat boyunca
stabil kalmis (% 97) ve bulunan degerlerin kontrol degeri ile arasindaki farkin
istatistiksel olarak ©Onemli olmadig goriilmiistiir. Enzim, 108. saat sonunda ise
aktivitesinin % 82’sini korumus, ancak kontrol degeri ile arasindaki fark istatistiksel

olarak onemli bulunmustur.

Enzim, pH 9.0’da 12-60 saat arasinda inkiibe edilmistir. Enzim, 48 saat boyunca
stabil kalmis (% 92) ve bulunan degerlerin kontrol degeri ile arasindaki farkin
istatistiksel olarak ©nemli olmadigi goriilmiistiir. Enzim, 60. saat sonunda ise
aktivitesinin % 87’sini korumus, ancak kontrol degeri ile arasindaki fark istatistiksel

olarak onemli bulunmustur.



Tablo 29. A. flavus HBF34 GA'sinin farkli pH’lardaki stabilitesi

Zaman
(saat)

0

12
24
48
60
72
96
10

8

Farkh pH’lardaki enzim aktivitesi (U/mg protein)

pH 3.0

(ORT. £8S. H.)
606.62 +24.08
512.61 £39.57
499.79 £51.33
563.89 +£48.16
474.15 £2.14

X
a
a
a
a
b

pH 4.0

(ORT. £8S. H.)
1106.62 +33.38
1053.21 £42.68
1093.80 + 55.56
1008.33 +51.81
1076.71 £ 18.26
1070.30 +5.65

1070.30 £7.70

969.87 +41.21

X
a
a
a
a
a
a
a

b

pH 5.0

(ORT. +£S. H.)
1036.11 +20.38
980.56 +20.38
993.38 +£27.78
959.19 +20.38
969.87 + 13.34
959.19 +£22.61
957.05 £42.03
886.54 +42.68

ORT: Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir. S.H.: Standart hata.
x: Ayni stitunda farkli harfler tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (p < 0.05)

"

(=2 IR I
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pH 6.0

(ORT. £S. H.)
2890 + 6

2824 +26
2870 52
2824 72
2829 + 62
2824 112
2883 +49
2744 + 63

Tablo 30. A. flavus HBF34 GA'sinin farkli pH'lardaki geride kalan aktivite %

Inkiibasyon

Zamani (saat) pH 3.0
0 100

12 85

24 82

48 93

60 78

72 -

96 -

108 -

100
95
99
91
97
97
97
88

Farkh pH’lardaki geride kalan aktivite %
pH 4.0

pH 5.0
100

95

96

93

94

93

92

86

pH 6.0
100

98

99

98

98

98

100

95

e

[ R A

pH7.0

(ORT. £S. H.)
974.15 +30.14
944.23 +12.82
959.19 +35.18
933.55 +33.58
1027.56 £ 6.41
848.08 £ 69.34
959.19 +26.26
875.85 +21.69

pH 7.0

10
97
98
96
10
87
98
90

0

5

pH 8.0
> (ORT. £8S. H.) >
a  880.13+33.92 a
a 920.73 £20.38 a
a 933.55 £38.87 a
a 873.72 £42.03 a
a 912.18 £31.62 a
a 937.82 £22.51 a
a 854.49 £19.58 a
b 719.87 +18.50 b
pH 8.0 pH 9.0
100 100
105 95
106 98
99 92
104 87
107 -
97 ;

82

pH 9.0

(ORT. £8S. H.)
852.35 +24.64
809.62 +25.91
837.39 £27.78
781.84 £32.33
743.38 £11.31

o M o o M
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110
100
4
IS
Q
£
i
§ 80
551
2
3 20 —e—pH 3.0
g ——pH4.0
60 —&—pHS5.0
——pH 6.0
50 T T T T T T T T T
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108
Zaman (saat)
Sekil 17. GA' nin farkli pH'lardaki (3.0-6.0) stabilitesi
110 +
100
90 +
80
70 —o—pH 6.0
——pH7.0
60 | —&—pH 8.0
——pH9.0
50 T T T T T T T T
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108

Zaman (saat)

Sekil 18. GA'nin farkli pH'lardaki (6.0-9.0) stabilitesi.
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3. 12. Enzim Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonunun EtKisi

GA aktivitesi iizerine substrat (cOziiniir patates nisastasi) konsantrasyonunun
etkisi Tablo 31 ile Sekil 19 ve 20’de gosterilmistir. GA aktivitesi lizerine ¢oziiniir
patates nisastasinin  etkisini saptamak amaciyla, 0.025-1.0 mg/mL arasinda
konsantrasyonlar1 kullanilmigtir. Substrat konsantrasyonunun 0.025 mg/mL’den (280.34
+ 10.40 U/mg protein), 0.2 mg/mL’ye (555.47 + 22.26 U/mg protein) kadar belli bir
oranda artirilmasi ile enzim aktivitesinin kademeli olarak hizla arttigi ve bu degerler
arasindaki farkin da istatistiksel olarak onemli oldugu goriilmiistiir (Tablo 31). 0.4 ve 0.6
mg/mL konsantrasyon degerlerinde goriilen aktiviteler arasindaki fark istatistiksel olarak
onemli olmamakla beraber az da olsa bir artis olmustur. Aktivitedeki artig, 0.8-1.0
mg/mL arasinda maksimum seviyeye ulasmakla beraber, bu degerler arasindaki farkin

istatistiksel olarak 6onemli olmadigi goriilmiistiir.

GA’nin maksimum hizin1 (Vp,x) ve Michaelis-Menten sabitesini (Km)
saptamak icin, Lineweaver-Burk y = a + bx dogru grafiginden yararlanildi. Lineweaver-
Burk grafigi, 1/V’ye kars1 1/[S] olarak ¢izilmistir (Sekil 20). Bu grafigin dogru denklemi
ise, y = 0.0013 + 6E-05x olarak, tamamlayicilik katsayisi (R?) ise 0.98 bulunmustur.
Denklemde dogrunun dikey ekseni kestigi nokta 1/Vy.x = 0.0013 degerini verdiginden,
Viax degeri 769.23 U/mg protein olarak hesaplanmistir. Dogrunun yatay ekseni kestigi
nokta ise, -1/Km = -21.66 degerinde olup, Km degeri 0,046 mg/mL olarak bulunmustur.
Ayrica, GA’nin glikojen, amilopektin ve amiloz i¢cin Km ve Vmax degerleri ayni
kosullarda saptanmustir (Tablo 32). GA’nin glikojen i¢in Km degeri 0.075 mg/mL ve
Vmax degeri 1250 U/mg protein (Sekil 21), amilopektin icin Km degeri 0.1 mg/mL ve
Vmax degeri 3333.33 U/mg protein (Sekil 22) ve amiloz i¢cin Km degeri 0.125 mg/mL
ve Vmax degeri 2500 U/mg protein olarak hesaplanmistir (Sekil 23).
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Tablo 31. A. flavus HBF34 GA aktivitesi lizerine substrat

(¢Oziiniir patates nisastast) konsantrasyonunun (mg/mL) etkisi

A\
[S] (ORT. +8S. H.)

0.025 280.34 +10.40
0.05 387.04 £18.33 0.0026 20.00
0.1 470.81 £ 18.41 0.0021 10.00

X /v 1/[S]
a
b
c
0.2 555.47 £22.26 d 0.0018 5.00
e
e
f

0.0036 40.00

04 677.16 £6.17 0.0015 2.50
0.6 717.72 £4.58 0.0014 1.67
0.8 791.80 £ 13.32 0.0013 1.25

1.0 818.25 + 6.11 f 0.0012 1.00
ORT: Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir. S.H.: Standart hata.
x: Ayni stitunda farkli harfler tagiyan ortalamalar arasindaki
fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p < 0.05). V: U/mg protein

1000 -

800 + 7Y

600 +

400 +

200 +

O 1 1 1 } 1 1 1 } 1 1 1 } 1 1 1 }

0 0,2 0,4 0,6 0,8
[S]

Sekil 19. GA aktivitesi iizerine substrat konsantrasyonunun etkisi
(Michaelis- Menten Grafigi).
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0,0040 —
v

0,0035 +
0,0030 +
0,0025 +

0,0020 +

y = 6E-05x + 0.0013

0,0015 - )
7 R*=0.98

0000 I I I I |
\viviviv) T T T T 1

-25 -15 -5 5 15 25 35 45
1/[S]

Sekil 20. GA aktivitesi iizerine ¢oziiniir patates nisastasi konsantrasyonunun etkisi
(Lineweaver- Burk Grafigi).

Tablo 32. A. flavus HBF34 GA'sinin farkli substratlar icin Km ve Vmax degerleri

Km Vmax

Substrat (mg/mL) (U/mg protein)
Nisasta 0.046 769.23
Glikojen 0.075 1250
Amilopektin 0.100 3333.33
Amiloz 0.125 2500

0,0025 -

0,0020 -

y = 6B-05x + 0.0008
R*=0.98

15 20 25
1/ [S]

Sekil 21. GA aktivitesi iizerine glikojen konsantrasyonunun etkisi (Lineweaver-
Burk Grafigi).
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y = 3E-05x + 0.0003
R*=0.98

5 1/[S] 10 15 20 25

Sekil 22. GA aktivitesi iizerine amilopektin konsantrasyonunun etkisi (Lineweaver-
Burk Grafigi).

0,001 -
0,0009
0,0008 -
0,0007
0,0006
0,0005 -
0,0004 y = 5E-05x + 0.0004
003 - R?=0.99

0,0002 -
0,0001 -

v

[ T S S R T R R S T T T O S S S R S S |
I A 4 T T T U T T T T T 1

-10 -8 -6 -4 -2 0 2 4 6 8 10 12
1/[S]

Sekil 23. GA aktivitesi iizerine amiloz konsantrasyonunun etkisi (Lineweaver- Burk
Grafigi).

3. 13. Enzimin Substrat Spesifitesinin Belirlenmesi

GA’nin substrat spesifitesi Tablo 33’de gosterilmistir. Enzimin substrat

spesifitesini belirlemek amaciyla sukroz, maltoz, maltotrioz, rafinoz, dekstrin, amiloz,
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amilopektin, glikojen, pirin¢ nisastasi, bugday nisastasi, misir nisastasi, ¢oziiniir patates
nisastas1 ve seliiloz kullanilmistir. Biitiin substratlarin enzimatik hidrolizi sonucunda,
kontrol grubuna gore en iyi enzim aktivitesi glikojen (1511.50 £ 21.73 U/mg protein)
icin bulunmasina ragmen, kontrol grubu ile arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli
olmadig1 goriilmiistiir. Amilopektin, misir nisastasi, piring nisastasi, bugday nisastasi,
maltoz, amiloz, dekstrin, seliiloz, maltotrioz, rafinoz ve sukroz i¢in bulunan enzim
aktivite degerlerinin (Tablo 33) kontrol grubu ile aralarindaki farkin istatistiksel olarak
onemli oldugu bulunmustur (p< 0.05).

Coziiniir patates nisastasi i¢in Olgiilen deger kontrol (100) kabul edilerek,
aktivite degisimleri % deger olarak hesaplanmistir. Glikojen, amilopektin, misir
nisastasi, pirin¢ nisastasi, bugday nisastasi, maltoz, amiloz, dekstrin, seliiloz, maltotrioz,
rafinoz ve sukroz icin % aktivite degerleri sirasiyla % 102, 84, 72, 70, 69, 68, 59, 57, 53,
50, 42 ve 36 olarak hesaplanmustir.

Tablo 33. A. flavus HBF34 GA'sinin substrat spesifitesi

Enzim aktivitesi (U/mg protein) %0
Substrat (ORT. =£S.H.) X AKktivite
Coziiniir patates nisastas1 = 147791 + 21.35 a 100
Glikojen 1511.50 £21.73 a 102
Amilopektin 1241.47 £ 17.90 b 84
Misir nisastasi 1059.30 £ 11.84 b 72
Piring nisastasi 1030.88 + 13.49 b 70
Bugday nisastasi 1019.25 £ 16.80 b 69
Maltoz 1002.46 + 1.29 b 68
Amiloz 878.42 +£22.86 b 59
Dekstrin 839.66 £ 1.29 b 57
Seliiloz 776.36 £29.26 b 53
Maltotrioz 742.77 £7.19 b 50
Rafinoz 613.57 £8.07 b 42
Sukroz 537.34 £1.29 b 36

ORT: Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir. S.H.: Standart hata.
x: Ayni siitunda farkli harfler tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak dnemlidir
(p <0.05)
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3. 14. Enzim Aktivitesi Uzerine Metal Iyonlar1 ve EDTA’nin EtKisi

GA aktivitesi lizerine metal iyonlarinin (NaCl, KCI, LiCl, NH4Cl, CoCl,, MnCl,,
MgClz, NiClz, Hg2C12, CuClz, BaClz, ZnClz, CaClz, A1C13, FCC13, N3.203SG) ve
EDTA’nin etkisi ile ilgili sonuglar Tablo 34 ile Sekil 24, 25, 26 ve 27°de gosterilmistir.

Mn®* ve Ca”* iyonlarimin 1, 5 ve 10 M’lik konsantrasyonlar1 GA aktivitesini
kuvvetli bir sekilde aktive etmistir. Inkiibasyon sonunda geriye kalan enzim aktivitesi
Mn?* icin swrasiyla % 239, 269 ve 214, Ca’t icin ise, % 134, 164, 167 olarak
Olcitilmiistiir. Kontrol grubuyla aralarindaki fark istatistiksel olarak onemli bulunmustur
(p< 0.05). Co** iyonunun 1 mM’lik konsantrasyonu aktiviteyi arttirmis ve kontrol grubu
ile arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli oldugu bulunmustur (p< 0.05). Co™
iyonunun 5 ve 10 mM’lik konsantrasyonunda aktivitede az bir artis olmasina ragmen,
kontrol grubu ile arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli olmadigi bulunmustur.
Ba** iyonunun 1 mM’Iik konsantrasyonunda aktivitedeki degisim fazla olmamakla
beraber, kontrol grubu ile aralarindaki fark istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur (p>
0.05). Ba™ iyonunun 5 ve 10 mM’lik konsantrasyonlarinda enzim aktivitesinde artig
goriilmiis ve kontrol ile arasindaki fark istatistiksel olarak énemli bulunmustur (Sekil

21).

Ni** iyonunun 1 mM’hik konsantrasyonunda aktivitedeki degisim ile kontrol
grubu arasindaki fark istatistiksel olarak nemsiz bulunmustur (p> 0.05). Ni** iyonunun
5 ve 10 mM’lik konsantrasyonlarinda enzim aktivitesinde bir azalma goriilmiis ve
kontrol ile arasindaki fark istatistiksel olarak Onemli bulunmustur (p< 0.05). Mg2+
iyonunun konsantrasyonun artistyla GA aktivitesi azalmis ve kontrol grubuyla
aralarindaki fark istatistiksel olarak énemli bulunmustur (p< 0.05). Li**, K*, NH," ve
Na® iyonlarinin her ii¢ konsantrasyonunda enzim aktivitesinde onemli bir degisiklik

olmayip, kontrol ile aralarindaki fark istatistiksel olarak Onemsiz bulunmustur (p>
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0.05). Li*, K*, NH," ve Na' iyonlarinin biitiin konsantrasyonlarda aktivitenin % 90-

100’tintin korunmus olmasi da dikkate degerdir (Sekil 25).

Cu® iyonunun konsantrasyonun artisiyla GA aktivitesi azalmig ve kontrol

grubuyla aralarindaki fark istatistiksel olarak ©nemli bulunmustur (p< 0.05). Fe**
iyonunun 1 mM’lik konsantrasyonunda aktivitedeki degisim fazla olmamakla beraber,
kontrol grubu ile aralarindaki fark istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur (p> 0.05).
Fe’* iyonunun 5 ve 10 mM’lik konsantrasyonlarinda enzim aktivitesinin hemen hemen
tamamen inhibe oldugu goriilmiistiir. Hg2+ iyonu 1 mM’lik konsantrasyonda GA
aktivitesini % 50 azaltmis, diger konsantrasyonlarda ise enzimi tamamen inhibe etmistir.
AI’* ve Zn** iyonlarimin 1 mM’Iik konsantrasyonlari GA aktivitesini sirasiyla % 90 ve
60 azaltmis ve kontrol grubuyla arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur
(p< 0.05). AP ve Zn** iyonlarinin 5 ve 10 mM’lik konsantrasyonlar1 enzim aktivitesini
oldukca diistirmiistiir. Na,OszSe 1 mM’lik konsantrasyonunda aktivitenin % 97’sini
korudugu goriilmiis ve kontrol grubuyla arasindaki farkin istatistiksel olarak Onemli
olmadig1 bulunmustur. 5 ve 10 mM’lik konsantrasyonunda aktivitenin sirasiyla % 81 ve
24’1inii korudugu ve bu degerler ile kontrol arasindaki farkin istatistiksel olarak onemli

oldugu saptanmistir (Sekil 26).

EDTA 1 ve 5 mM’lik konsantrasyonlarinda ayni oranlarda aktiviteyi inhibe etmis
olup, aktivitenin yaklagik % 80’sini korunmustur. 10 mM’lik konsantrasyonunda ise
aktivitenin % 61’inin korundugu ve kontrol grubu ile aralarindaki farkin istatistiksel

olarak onemli oldugu goriilmiistiir (Sekil 27).
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Tablo 34. A. flavus HBF34 GA'sinin farkli metal iyon konsantrasyonlarindaki enzim aktivitesi

Farkl metal iyon konsantrasyonlarindaki enzim aktivitesi (U/mg protein) ve geride kalan aktivite %

Metal 1 mM % S mM % 10 mM %
iyonu (ORT. +S.H.) x  Aktivite (ORT. +S.H.) X Aktivite  (ORT. +S.H.) X Aktivite
Kontrol 5890.57+ 160.06 a 100 5890.57+ 160.06 a 100 5890.57 + 160.06 a 100
FeCl; 6416.67+ 114.59 a 109 748.88 +48.68 b 13 0.00 £ 0.00 b 0
AICl; 5280.30£ 362.25 b 90 2423.96 + 129.43 b 41 701.18 +4.86 b 12
MnCl, 14056.40 £ 185.76 b 239 15849.33 £ 681.40 b 269 12625.42 £319.87 b 214
CaCl, 7877.95 £ 364.59 b 134 9662.46 + 187.47 b 164 9813.97 £ 269.75 b 167
CoCl, 7073.23 £ 102.40 b 120 6531.71 + 33.08 a 111 5981.76 + 106.73 a 102
NiCl, 5810.61 + 130.67 a 99 4750.00 + 84.18 b 81 4186.03 £117.95 b 71
BaCl, 5788.16 £26.77 a 98 6641.13 + 85.06 b 113 7275.25 £291.63 b 124
MgCl, 5201.74 £77.50 b 88 4772.45 £ 56.33 b 81 3734.29 £ 87.52 b 63
HgCl, 2971.10 £ 11.22 b 50 0.00 £ 0.00 b 0 0.00 £ 0.00 b 0
CuCl, 4671.44 £ 133.65 b 79 3462.12 +£416.82 b 59 1913.30 + 296.45 b 32
ZnCl, 3546.30 £ 210.49 b 60 3302.19 = 143.10 b 56 718.01 £29.16 b 12
LiCl 5967.73 £ 116.47 a 101 6113.64 +59.12 a 104 5625.42 + 113.66 a 95
KCl 5821.83 +103.93 a 99 6068.74 = 131.70 a 103 5790.97 + 36.48 a 98
NH,C1 5827.44 £ 244.01 a 99 5515.99 + 122.66 a 94 5294.33 £269.77 a 90
Na,0sSe 5737.65 £70.31 a 97 4792.09 £ 100.42 b 81 1422.28 +76.28 b 24
NaCl 5718.01 £ 67.52 a 97 5841.47 + 146.47 a 99 5751.68 +75.91 a 98
EDTA 4901.52 £ 102.06 b 83 4755.61 £ 108.05 b 81 3596.80 £ 370.21 b 61

ORT: Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir. S.H.: Standart hata.
x: Aym siitunda farkli harfler tasiyan ortalamalar arasindaki  fark istatistiksel olarak  6nemlidir (p <  0.05).
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Sekil 24. GA aktivitesi tizerine Mn, Ca, Ba ve Co iyonlarinin etkisi.
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Sekil 25. GA aktivitesi iizerine Ni, Mg, Li, K, NH, ve Na iyonlarinin etkisi.
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Sekil 26. GA aktivitesi iizerine Cu, Se, Fe, Hg, Zn ve Al iyonlarmin etkisi.
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Sekil 27. GA aktivitesi {izerine EDTA'nin etkisi.

10
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3. 15. Enzimin Tuz Toleransi

GA’nin tuz tolerans1 Tablo 35 ve Sekil 28’de gosterilmistir. 24 saatlik
inkiibasyondan sonra GA aktivitesi denenen tiim konsantrasyonlarda kontrol grubuna
gore onemli bir artis gostermistir (p< 0.05). 0.05-2 M NaCl konsantrasyonlarinda enzim
aktivitesinde kademeli bir artis olmustur. Ancak konsantrasyon arttirildiginda aktivitede
yavas yavas azalma goriilmiistiir. NaCl’nin 0.05, 1, 2, 3, 4 ve 5 M konsantrasyonlar1 i¢in

kalan aktivite sirasiyla % 119, 139, 159, 158, 150 ve 139 olarak bulunmustur.

Tablo 35. A. flavus HBF34 GA'sinin tuz toleransi

NaCl Enzim aktivitesi (U/mg protein) %0
Konsantrasyonu (M) (ORT. £S. H.) x  Aktivite
Kontrol 3919.47 + 66.34 a 100
0.05 4674.24 £ 97.08 b 119

1 5434.62 + 106.07 b 139

2 6234.29 £99.16 b 159

3 6186.59 +230.13 b 158

4 5891.98 +48.92 b 150

5 5429.01 +90.96 b 139

ORT: Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir. S.H.: Standart hata.
x Ayni siitunda farkli harfler tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir
(p <0.05).
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Sekil 28. GA aktivitesi iizerine NaCl konsantrasyonunun etkisi.

3. 16. Enzim Aktivitesi Uzerine Inhibitorler ve Denatiirantlarin Etkisi

Serin inhibitdorii olan CMC’nin 0.5 ve 1 mM konsantrasyonlarda GA
aktivitesinde bir azalma goriilmiis ve kontrol grubu ile aralarindaki fark istatistiksel
olarak 6nemli bulunmamistir (p> 0.05). CMC’nin daha {ist konsantrasyonlarinda ise
enzim aktivitesinde bir artis (% 41) goriilmiis ve kontrol grubu ile aralarindaki fark

istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p< 0.05) (Tablo 36, Sekil 29).

Tiyol grubu inhibitorii olan DTNB’nin 0.5, 1 ve 2 mM konsantrasyonlart GA
aktivitesinde bir azalmaya neden olmamis ve kontrol grubu ile aralarindaki fark
istatistiksel olarak 6nemli bulunmamistir (p> 0.05). DTNB’nin daha iist
konsantrasyonlarinda ise enzim aktivitesinde bir artis (% 74) goriilmiis ve kontrol grubu
ile aralarindaki fark istatistiksel olarak énemli bulunmustur (p< 0.05) (Tablo 36, Sekil
29).

SH-grubu ve disiilfit grubu (-S-S-) inhibitorii olan ve ayn1 zamanda antioksidan

olan 1,4-dithiothreitol 0.5 ile 1 mM konsantrasyonlarda enzim aktivitesinde azalma (%
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10), daha iist konsantrasyonlarda ise artis (% 25) gostermis olup kontrol ile aralarindaki
fark onemli bulunmustur (p< 0.05) (Tablo 36, Sekil 29).

Sistein, histidin ve serin inhibitorii olan PMSF’nin biitiin konsantrasyonlarinda

GA aktivitesinde azalma goriilmiis ve kontrol grubu ile aralarindaki fark istatistiksel

olarak onemli bulunmustur (p< 0.05). PMSF’nin 0.5 mM’lik konsantrasyonunda geride

kalan enzim aktivitesi % 77, 10 mM’lik konsantrasyonunda ise % 45 olarak bulunmustur

(Tablo 36, Sekil 30).

SH-grubu inhibitorii olan B-merkaptoetanol’iin denenen biitiin konsantrasyonlart
enzim aktivitesinde hafif bir inhibisyona neden olmus ve kontrol grubuyla arasindaki
fark istatistiksel olarak onemli bulunmustur (p< 0.05). B -merkaptoetanol’iin 10 mM’lik
konsantrasyonunda geride kalan enzim aktivitesi % 84 olarak bulunmustur (Tablo 36,

Sekil 30).

Triptofan inhibitorii olan NBS denenen biitiin konsantrasyonlarda GA aktivitesini

inhibe ettigi saptanmistir (Tablo 36, Sekil 30).

Protein denaturant1 olan SDS’nin biitiin konsantrasyonlarinda GA aktivitesinde
azalma goriildii ve kontrol grubu ile aralarindaki fark istatistiksel olarak Onemli
bulunmustur (p< 0.05). SDS’nin 0.5 mM’lik konsantrasyonunda geride kalan enzim
aktivitesi % 81, 6 mM konsantrasyonunda ise % 35 olarak bulunmustur. Daha {ist
konsantrasyonlarda olusan cokeltiden dolay1 aktivite ol¢iilememistir (Tablo 37, Sekil
31).

Protein denaturanti olan iire denenen biitliin konsantrasyonlarda enzim
aktivitesinde hafif bir inhibisyona neden olmus ve kontrol grubuyla arasindaki fark
istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p< 0.05). Ure 10 mM’lik konsantrasyonunda

geride kalan enzim aktivitesi % 86 olarak bulunmustur (Tablo 37, Sekil 31).



Tablo 36. A. flavus HBF34 GA aktivitesi iizerine farkli konsantrasyonlardaki inhibitorlerin etkisi

inhibitor
Konst.
(mM)
Kontrol
0.5

1

®X &N AN

10

Farkli inhibitor konsantrasyonlarinda geride kalan aktivite %

PMSF
(ORT. £S. H.)

3839.54 £ 11.78
2957.19 +42.48
3218.63 £44.21
3300.33 + 135.89
2983.33 £65.28
2842.81 +138.92
2143.46 + 14.24
1718.63 +44.93

X

o o o o o o o &

%

100
77
84
86
78
74
56
45

DTT X % CMC X % p-merkaptoetanol
(ORT. +S.H.) (ORT. +£8S. H.) (ORT. +£8S. H)
4222.50 + 83.09 a 100 1767,49 +43,67 a 100 3839.54+11.78
37483212636 b 89 1742,53 + 65,73 a 99 3388.56 + 103.81
3812.85+187.36 b 90 1929,70 £216,48 a 109  3470.26 £60.52
5027.78 + 80.30 b 119  241426+19334 b 137 3143.46 £77.06
5016.55 +222.41 b 119  2075,28 £56,27 b 117 3208.82 £20.41
5226.99+10393 b 124 222501+106,12 b 126 3457.19 +37.69
5288.72 £25.72 b 125 228740 £ 96,92 b 129 3264.38 £26.75
5064.25 +95.52 b 120 249328 £285,52 b 141 3228.43 +61.23

ORT: Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir. S.H.: Standart hata.
X : Ayni siitunda farkli harfler tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p < 0.05).
*: Aktivite olciilemedi.

Tablo 37. A. flavus HBF34 GA aktivitesi tizerine farkli konsantrasyonlardaki

denatiirantlarin etkisi

Denaturant Farkli denaturant konsantrasyonlarinda geride kalan aktivite %
Konsantrasyon Ure x % SDS x %
(mM) (ORT. £S. H.) (ORT. £S. H.)

Kontrol 3839.54 £ 11.78 a 100 3839.54 £ 11.78 a 100
0.5 2986.60 + 111.26 b 78 3107.52 +8.65 b 81
1 322516 £126.10 b 84 3218.63 £93.18 b 84
2 3293.79 +22.88 b 86 3346.08 + 5.66 b 87
4 3290.52 +104.73 b 86 1712.09 + 13.07 b 45
6 3404.90 + 74.88 b 89 1362.42 +101.47 b 35
8 3127.12 £22.88 b 81 . .
10 3300.33 +34.58 b 86 . .

ORT: Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir. S.H.: Standart hata.

X : Aym siitunda farkli harfler tagiyan ortalamalar arasindaki fark
istatistiksel olarak 6nemlidir (p < 0.05).

*: Aktivite ol¢iilemedi.

o o o o o o o =

%

100
88
90
82
84
90
85
84

DTNB
(ORT. £S. H.)

1767,49 +43,67
1746,69 + 149,78
1958,82 + 230,45
1958,82 + 131,51
2692,93 +78,01
2850,98 + 277,36
3131,73 £ 172,71
3069,34 + 96,72

oo o o & & P

%

100
99

111
111
152
161
177
174

NBS
(ORT. £8S. H.)

1767,49 + 43,67
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Sekil 30. GA aktivitesi iizerine inhibitorlerin etkisi.
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Sekil 31. GA aktivitesi iizerine denaturantlarin etkisi

3. 17. Ham Nisasta Adsorpsiyonu

GA’nm farkli nisasta kaynaklarina adsorpsiyon orani Tablo 38’de gosterilmistir.
GA’nin en iyi adsorbe oldugu nisasta kaynagi, misir nisastast olarak bulunmustur.
GA’nin baglangi¢ aktivitesi ile farkli nisasta kaynaklarina adsorpsiyonu sonrasinda kalan
aktivite arasindaki fark istatistiksel olarak énemli bulunmustur (p< 0.05). Misir nisastast,
piring nisastas1 ve bugday nisastasinda adsorpsiyon orani sirasiyla % 93, 47 ve 19 olarak

hesaplanmugtir.

Tablo 38. A. flavus HBF34 GA'sinin farkli nisasta kaynaklarina adsorpsiyon orani

Enzim aktivitesi (U/mg protein) Adsorpsiyon
Nisasta (ORT. =S. H.) X %
Kontrol 2717,884 £ 166,28 a 100
Misir nisastasi 202,349 + 350,479 b 93
Bugday nisastas1  1432,665 + 152,098 b 47
Piring nisastasi 2210,451 % 146,183 b 19

ORT: Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir. S.H.: Standart hata.
x : Ayni siitunda farkli harfler tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir
(p <0.05).
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3. 18. ince Tabaka Kromatografisi (TLC)

Nisastanin enzimatik hidrolizi sonucu olusan iiriinlerin analizi ve enzim tipinin
belirlenmesi icin ince tabaka kromatografisi kullanildi. Ince tabaka kromatografi analizi
sonucunda, nisastanin zamana bagli (saat) enzimatik hidrolizi sonucunda olusan son
iriiniin glukoz oldugu bulunmustur (Sekil 32). Olusan son iiriiniin sadece glukoz olmasi,

enzimin glukoamilaz oldugunu gostermektedir.

Sekil 32. Nisastanin enzimatik hidrolizi. G1: Glukoz, G2: Maltoz, G3: Maltotrioz, G4: Maltotetroz, G5:
Maltopentoz, St: Standart, N: Nisasta.
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3. 19. Elektroforez ve Zimografi

GA’nin PAGE zimografisi ile goriintiilenmesi yapildiginda, hem saflastiriimis
hem de direkt kiiltiirde nisastanin hidrolizinden sorumlu iki enzim band1 (GA1 ve GA?2)
saptanmustir (Sekil 33a). Bu enzimlerin safligini, molekiil agirliklarin1 ve birden fazla alt
tiniteye sahip olup olmadiklarim1 saptamak icin SDS-PAGE yapilmistir. Ayni jelin
yarisina saflastirilmis ve direkt kiiltiir uygulanarak zimografi yapildiginda GA1’in tek
bir iiniteden olustugu, GA2’nin ise iki alt {initeye sahip oldugu (GA2a ve GA2b)
saptanmustir (Sekil 33b). Diger yarisina ise protein standartlari, konsantre edilmis direkt
kiiltiir ve saflagtirilmis enzim kaynagi uygulandiginda, direkt kiiltiirde 9 protein bandi,
saflastirllmis enzim kaynaginda ise 4 protein bandi tespit edilmistir (Sekil 33c).
Zimografi jelindeki saflastinlmis enzim ve direkt Kkiiltiir siitunlarindaki aktivite
bantlarinin Rf degerleri ile protein jelindeki saflastirilmis enzim siitunundaki bantlarin
Rf degeri karsilastirildiginda, saf enzim siitunundaki ilk bandin GA1, ikinci bandin ise
GAZ2a oldugu saptanmistir. GA2b ise bu siitunda goriilememistir. Direkt kiiltiir siitunu
ile kiyaslandiginda ise, ilk 3 bandin sirasiyla GA1, GA2a ve GA2b oldugu saptanmigtir
(Tablo 39). Protein standartlarinin Rf degerleri ile molekiil agiliklarimin logaritmasi
alinarak standart grafigi cizilmistir (Sekil 34). Bu grafigin denklemi y= -1.352x +
5.4118, tamamlayicilik katsayist R?= 0.98 bulunmustur. Bu denklemden yaralanarak
enzimlerin molekiil agiliklar1 hesaplanmistir. Buna gore molekiiler agirliklart GAT i¢in
yaklagik olarak 125 kDa, GA2 icin ise 134 kDa (GA2a: 70 kDa ve GA2b: 64 kDa)

olarak hesaplanmustir.
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Sekil 33. A. flavus HBF34 glukoamilazinin zimografi ve elektroforez goriintiileri. (a) PAGE zimografi
goriintiisti, S: Saflastirilmis enzim, D: Direkt kiiltiir. (b) SDS-PAGE zimografi. (c) SDS-PAGE, St:
Standart, 205 kDa miyozin, 116 kDa [B-galaktozidaz, 97 kDa fosforilaz B, 66 kDa albumin, 45 kDa

albumin, 29 kDa karbonik anhidraz.

Tablo 39. Standart proteinler, saflastirilmis enzim ve direkt kiiltiirdeki SDS-PAGE ve zimografi

bantlarinin Rf degerleri

SDS-PAGE

Bantlar Standartlar Direkt kiiltiir

0.12
0.25
0.29
0.41
0.56
0.73

N=HN-CREEN B N RPN S A

0.23
0.42
0.45
0.50
0.61
0.66
0.71
0.75
0.81

SDS-PAGE Zimogram
Saf enzim  Direkt kiiltiir  Saf enzim

0.23 0.23 0.23

0.42 0.41 0.41
0.44 0.44

0.75

0.81
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5,40 —
S
L y=-1.352x + 5.4118
520 + R*>=0.98
5,00 +
4,80 +
4,60 +
4,40 | | | | | - |
0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7

Sekil 34. SDS-PAGE protein standart egrisi.

Rf
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4. TARTISMA

Enzimler organik sentezleri, klinik analizler, farmasotikler, deterjanlar, yiyecek
tiretimi ve fermentasyonunu iceren bir¢ok alanda uygulamalara sahiptir. Organik
maddelerin sentezi i¢in enzimlerin kullanilmasi giincel bir sekilde gittikce daha da
artmaktadir. Yeni mikrobiyal enzimlerin kesfi, sentetik islemler icin yeni basit
yontemler ve ¢evresel problemleri ¢ozmek icinde yeni yollar agacaktir. Yeni bir sentetik
islem tasarlandiginda, reaksiyon i¢in uygun bir katalizér bulunmasi gerekir ve enzimler
bu rol icin ideal adaylardir. Gecen son on yilda, enzimlerin endiistriyel alanlarda
kullanimi hizli bir gelisme gosterdi. Enzimlerin essiz fonksiyonlarindan dolayi,
ozelliklede gida ve cevresel problemleri ¢ozmek i¢in kullanilmalart gittikce daha fazla
dikkat cekmektedir. Bununla birlikte bir¢ok endiistriyel islemlerde substratlar yapay
bilesiklerdir ve boyle islemleri katalizleyecek uygun enzimler halen bilinmemektedir.
Bu yiizden yeni reaksiyonlar1 katalizleyebilen yeni enzimleri aramak daima gereklidir.
Ayrica yeni enzimlerin kesfi, yeni enzimatik islemleri tasarlamak icin de ipuglari

saglayacaktir.

Enzimler; bitkisel, hayvansal veya mikrobiyal kaynaklardan elde
edilebilmektedir. Ancak, bitkisel ve hayvansal kaynaklardan enzimlerin saf olarak elde
edilebilmesi olduk¢a zor ve pahali bir islemdir. Elde edilen enzimlerin endiistriyel
uygulama potansiyelleri oldukc¢a yetersizdir. Mikrobiyal kaynakli enzimlerin; iiretiminin
kolay ve ucuz olmasi, biyokimyasal c¢esitliliklerinin ¢ok fazla olmasi ve farkl tiirlerin
ayn1 reaksiyonu katalizleyen oldukg¢a farkli enzimleri iiretmesinden dolay1 endiistriyel
uygulamalarda tercih edilirler. Mikrobiyal kaynakli enzimler; ilag, analitik kimya,
nisastanin sakkarofikasyonu, tekstil, deterjan, gida ve kagit endiistrileri gibi genis bir
uygulama alanina sahiptir. Endiistride en cok kullanilan enzimlerin basinda lipazlar,
proteazlar ve amilazlar gelmektedir. Endiistride kullanilan mikrobiyal kaynakl
enzimlerin % 25’lik kismin1 mikrobiyal amilazlar olusturmaktadir. Amilazlarin ticari

tiretiminde daha ¢ok bakteri ve fungus tiirleri kullanilmaktadir. Amilaz iiretiminde ilk
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siray1 gram pozitif bakteriler ve o0zellikle Bacillus cinsi almaktadir. Funguslarin
(kiiflerin) amilaz {iireten en yaygin cinsi ise Ozellikle Aspergillus’dur.
Mikroorganizmalarin hepsi endiistriyel olarak kullanilmamakla birlikte ‘“‘endiistriyel
mikroorganizmalar” iirettikleri bir veya birden fazla spesifik iirline gore ¢ok dikkatli bir

sekilde klasik tarama teknikleriyle dogadan secilmektedirler (Pandey et al. 2000).
4. 1. Funguslarin Amilolitik Taranmasi ve Secimi

Calismamizda havadan izole edilmis ve tanis1 yapilmis 17 fungusta amilolitik
tarama yapilmis (Mgller et al., 2004) ve tarama sonucunda 8 fungus da amilaz aktivitesi
goriilmiistiir. Her ne kadar caligmada tarama yapilan tiir sayisi azda olsa, en cok amilaz
aktivitesi gosteren cins Aspergillus olarak bulunmustur. Bir ¢cok fungus tiiriinde yapilan
amilaz tarama sonuglari, bu sonucu desteklemektedir (Gopinath et al., 2005; Omemu et
al., 2005). Bu tiirlerden, en iyi zon cap1 gosteren fungus A. flavus HBF34 susu olmasi
nedeniyle, A. flavus HBF34 susu amilaz iiretimi, saflastirilmasi ve karakterizasyonu igin
secilmistir. Amilaz aktivitesi gosteren diger tiirler, daha sonraki ¢alismalar ic¢in bir

kaynak olusturmak iizere kiiltiir koleksiyonuna kaydedilmistir.
4.2. Aspergillus flavus HBF34 Biiyiime Egrisi ve Enzim Uretimi

Inkiibasyon siiresine bagl olarak A.flavus HBF34 1. giinde lag fazinda olup
biyomas en diisiikk seviyededir. 2. ve 4. giinler arasinda biiyiime log fazinda olup
biyomas artmaya devam etmistir. 5. ve 7. giinler arasinda ise durgunluk fazina girerek
bliylime durmustur. Rediiktor seker miktar1 ise, biyomas artisina paralel olarak 1.
giinden itibaren ortamda artmis, 2. giinde maksimum seviyeye ulasmistir. Rediiktor
seker miktar1 3. giinden itibaren azalmis, 4. ve 7. giinler arasinda ise minimum seviyeye
inerek sabitlenmistir. Enzim aktivitesi 1. 2. ve 3. giinlerde ortamda rediiktor seker
miktarinin fazla olmasindan dolay1 oOlgiilememistir. Oysa ki ortamda rediiktor seker

miktarinin fazla olmasi enzim aktivitesi oldugunu ve ortamdaki nisastanin hidrolize
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oldugunu gostermektedir. Enzim aktivite 6l¢iimiiniin yapilamamasinin iki nedene bagl
oldugunu diisiiniiyoruz. Birinci neden enzimin ortamdaki glukoz (iiriin) tarafindan
baskilanmis olabilecegidir. Aktivitenin 6l¢iilememesinin ikinci nedeni ise, fermentasyon
ortaminda enzimatik hidroliz sonucunda olusan rediiktor seker miktarinin, aktivite
Olciimiinde olusan rediiktor seker miktarindan c¢ok yiikksek olmasidir. Clinkii
kullandigimiz aktivite 6l¢lim metodu nisastanin hidrolizi sonucunda ortamda olusan
rediiktor seker miktarin1 6lcmeye dayanir. 4. giinden itibaren ortamdaki rediiktor seker
miktarinin azalmasiyla, enzim aktivitesi Olciilmeye baglanmig ve 6. giinde maksimum
degere ulagmustir. 7. giinde ise enzim aktivitesi diismeye baslamistir. Kiiltiir ortaminin
pH's1 lag fazindan durgunluk fazinin basina kadar baslangic pH’sina yakin degerlerde
olup, enzim aktivitesinin maksimum oldugu 6. giinde hizl1 bir sekilde yiikselmis ve 7.

giinde tekrar diismeye baslamistir.

Rediiktor seker miktarinin minimum seviyeye indigi durgunluk fazinda
kullanilan besin kaynaklar1 azaldigi icin, hiicreler arasinda bir rekabet baslamistir,
hiicrelerin bir kismi iireme 6zelligi ve canliligini korurken bir kismi1 ise 6lmektedir. Bu
durumda mikroorganizmalarin zamana gore biyomasinda net bir artis veya azalis
gozlenmemistir. Durgunluk fazinda enzim aktivitesi de maksimum seviyeye ulagsmistir.
Enzim aktivitesinin bu donemde yiiksek c¢ikmasi birkac nedene bagli olabilir. (1)
Enzimlerin iiretimi mikroorganizmalarin gelisme ve iireme evrelerine gore farklilik
gosterir. Amilaz tretimi ile ilgili yapilan bir cok arastirmaya gore amilazlarin tiretimi
duragan fazda maksimum seviyeye ulagsmistir (Olama and Sabry,1989; El-Abyad et al.,
1994; Abou-Zeid, 1997; Goto et al., 1998; Mohapatra et al., 1998; Yang and Wang,
1999; Bignell et al., 2000; Marlida et al., 2000; Okolo et al., 2000; Petrova et al., 2000;
Cherry et al, 2004; Katemai and Rittiboon, 2004). (2) Hiicreler depoladigi maddeleri
veya metabolik iiriinler gibi diger enerji kaynaklarini amilaz tiretimi i¢in kullanabilirler
(Spohr et al., 1997). (3) Bu fazda hiicre lizisinin goriilmesinden dolay1 aktivitede bir
artis olmustur (Tung et al., 2004). Biiylime ortaminin pH’si, enzim salgilanmasi ve

organizmanin morfolojik degismesine neden olan ©nemli fizyolojik parametreler
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arasindadir. Organizmanin biiyiimesi boyunca degisiklik gosteren pH, ortamdaki iiriin
stabilitesini de etkilemektedir. pH degeri, enzim sentezini baglatan veya bitiren indikator
gorevini de gormektedir (Gupta et al., 2003). Bu donemdeki pH artisi, hiicrelerin
otolizise ugramasi ve hiicresel metabolizma esnasinda ortama salinan metabolitlerin

birikmesi ile aciklanabilir (Tung et al., 2004).

4. 3. Fermentasyon Ortamina Salinan Enzim Uretiminin Elektroforetik

Olarak izlenmesi

Calismamizda A. flavus HBF34 tarafindan fermentasyon ortaminda iki
glukoamilazin iiretildigi saptandi. Uretilen glukoamilazlarin (GA1 ve GA2) 6nciil bir
glukoamilazdan proteolitik enzimler tarafindan alt birimlerine ayrilarak olusturulmadigi
ve glukoamilazlarin iki gen iriinii oldugu, giinliik fermentasyon ortaminin zimografisi
ile saptanmistir. Yapilan bircok calisma sonuglart bulgularimizi desteklemektedir.
Funguslarin biiyiik bir ¢ogunlugunun fermentasyon ortaminda genellikle birden fazla
glukoamilaz {irettigi ve bir kisminin da hem a-amilaz hem de glukoamilazi ayn1 anda
irettikleri bir ¢ok arastirmaci tarafindan saptanmistir (Shenoy et al., 1985; Svensson et
al., 1986; De Mot and Verachtert, 1987; Fogarty and Kelly, 1990; Morita and Fujio,
1997; Spohr et al., 1998; Morita and Fujio, 2000; Primarini and Ohta, 2000; Odibo and
Ulbrich-Hofmann, 2001; Frolova et al., 2002; Nguyen et al., 2002; Peixoto et al., 2003;
Pacheco-Chavez et al., 2004; Norouzian et al., 2006; Cereia et al., 2006). Baz1 Bacillus
suslarinda molekiil agirlig1 biiyiik olan 6nciil bir amilaz molekiiliinden, proteolitik yikim
sonucunda farkli amilazlarin olustugu bilinmektedir (Mamo and Gessesse, 1999). Morita
ve Fujio, Rhizopus sp. MKU 40 susunun bir GA iirettigini, ancak fermentasyon
esnasinda proteolitik aktivite sonucunda iki aktif alt birime ayrildigin1 saptamislardir

(Morita and Fujio, 2000).
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4. 4. Enzimin Saflastirilmasi

Glukoamilazlar ¢ogunlukla funguslar tarafindan olusturuldugu ve genellikle
hiicre digina salgilanan enzimler oldugu bilinmektedir (Fogarty and Kelly, 1990). Bu
sebepten dolay1 A. flavus HBF34’{in kiiltiir s1visi, enzim kaynagi olarak kullanildiginda
enzimin hiicre digina salgilandig saptanmistir. Enzim saflagtirmalarinin ¢ogunda, birden
fazla kromatografik teknik ayn1 anda kullanilarak saflastirma yapilmaktadir. Saflastirma
katsayis1 ve verim kullanilan yOntemlere gore biiyiikk farklihlk gostermektedir.
Saflagtirmada kullanilan tekniklerin sayis1 arttik¢a, enzimin veriminde biiyiik kayiplar
olabilecegi bilinmektedir. Ayrica kromatografik metotlar pahali ve olduk¢a zaman alici
tekniklerdir. Bu nedenlerden dolayi saflagtirmanin kisa zamanda, tek bir adimda ve ucuz

olan metotlarla yapilmasi tercih edilmektedir.

Najafi ve Kembhavi (2005) tarafindan gelistirilen ve yeni bir teknik olan nisasta
afinite yontemini kullandigimizda, saflastirma icin birden fazla teknigi birlikte
uygulayan bir¢ok arastirma sonuclarindan cok daha iyi sonuglar elde edilmistir. GA bu
teknikle fermentasyon ortamindan % 25’lik verimle, 117 kat saflagtirilmistir. Bu metodu
ilk kez uygulayan Najafi and Kembhavi Vibrio sp. amilazim1 163.5 kat, % 78 verim ile
saflastirmiglardir (Najafi and Kembhavi, 2005). A. flavus ile yapilan bir calismada o-
amilazinin saflastinlmasinda farkli bir nisasta afinite metodu ile aseton c¢oktiirme
metodu kullanilmis ve saflastirma sonucunda saflagtirma katsayis1 262.32, verim ise %
0.57 olarak bulunmustur (Abou-Zeid, 1997). Streptomyces sp. No.4 amilazinin
saflastirilmasinda nisasta adsorbsiyon metodu, afinite kromatografisi ve iyon degisim
kromatografisi kullanilmis 126 kat saflagtirma ve % 2 verim elde edilmistir (Primarini
and Ohta, 2000). Thermus sp. a-amilaz1 ile yapilan bir ¢alismada enzim; amonyum
siilfat ¢oktiirmesi, FPLC-hidrofobik etkilesim kromatografisi ve misir nisastasi afinite
adsorbsiyonundan olusan saflastirma adimlariyla 399 kat, % 2.6’lik verimle

saflastirilmistir (Shaw et al., 1995). Yapilan calisma sonuglarindan da goriildiigii gibi
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saflastirma katsayis1 ve verim kullanilan yOntemlere gore biiyiik farklilik

gostermektedir.

4. 5. Inkiibasyon Siiresinin Etkisi

Enzim aktivite ol¢iimlerinde, reaksiyon karisiminda enzim ve substratin uygun
konsantrasyonlarda bulunmasinin yam1 sira diger ©Onemli faktor de inkiibasyon
zamanidir. Reaksiyon karisimi in vitro ortamda gerceklesmesinden dolayir baslangicta
reaksiyon i¢in uygun olan ortam sartlarinin zamana bagl olarak degistigi bilinmektedir.
Ayrica aktivite Ol¢iimii enzimin birinci dereceden kinetik gosterdigi zamanda
Olciilmelidir. Bu nedenlerden dolayi, ideal inkiibasyon siiresinin saptanmasi
distiniilmiistiir. Calismamizda enzim ve substrat farkli zaman araliklarinda inkiibe
edildiklerinde rediiktor seker miktar1 ve enzim aktivitesi zamana bagli olarak artis
gostermistir. Ozellikle ilk 30 dk dogrusal olarak artmasindan dolay: inkiibasyon siiresi
olarak secilmistir. A. niger Z10 izolatina ait glukoamilazin inkiibasyon siiresine bagh
olarak indirgenen seker miktar1 60 dakikaya kadar artis, daha sonra ise azalma
gostermistir. Bu arastirmada da inkiibasyon siiresi 30 dk olarak belirlenmistir (Coral and
Colak, 2000). Yine bir¢ok arastirmada inkiibasyon siiresinin amilaz aktivitesine etkisi
tizerine bir deney plami ile belirtmemis olmasina ragmen aktivite Olctimlerinde
inkiibasyon siiresi olarak 30 dk alinmistir (Hyun and Zeikus, 1985; Saha et al., 1988;
Campos and Felix, 1995; McMahon et al., 1999; Bignell et al., 2000; Marlida et al.,
2000; Primarini and Ohta, 2000; Odibo and Ulbrich-Hofmann, 2001; Frolova et al.,
2002).

4. 6. Enzim Aktivitesi Uzerine Sicakhgin Etkisi

Enzim aktivitesi etkileyen Onemli parametrelerden biri olan sicakligin GA
aktivitesi iizerine etkisi incelendiginde, optimum aktivite sicakligini 60 °C oldugu

bulunmustur. 35, 40, 45, 50, 55 ve 65 °C’daki sicakliklarda optimum aktivitenin sirasiyla
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% 48, 61, 74, 76, 92 ve 95’ini gosterdigi bulunmustur. Aktivitenin 35 ve 65 °C’da
arasinda biiylik bir kisminin goriilmiis olmasi enzimimizin endiistriyel islemlerde
kullanilabilecegini gostermektedir. GA’larin genellikle optimum aktivite sicakliginin 40
ve 60 °C arasinda oldugu bilinmekte (Pandey et al., 2000; Norouzian et al., 2006) ve
sonucumuz bu genel ifadeyle uygunluk gostermektedir. Fungal glukoamilazlarla ve
ozellikle A. flavus glukoamilazi ile yapilan ¢alismalar oldukga azdir. A. flavus HBF34
GA’sinin optimum sicakligi, yapilan bu ¢alismalarla benzerlik gostermektedir. A. flavus
glukoamilazinin maksimum aktivite sicakliginin 60 °C (El-Abyad, 1994), A. flavus Al.1
glukoamilazinin maksimum aktivite sicakliginin 65 °C (Gomes et al., 2005) oldugu
bulunmustur. Aspergillus cinsi glukoamilazlar1 ile yapilan diger calismalarda ise
optimum sicaklik A. niger NRRL 3135 (Vandersall et al., 1995 ) ve A. niger i¢in 60 °C
(Suresh et al.,1999), Aspergillus fumigatus (Silva and Peralta, 1998) ve Aspergillus sp
GP-21 i¢in 65 °C (Mamo and Gessesse, 1999) oldugu bulunmustur. Diger funguslarin

GA ve a-amilazlariyla yapilan optimum sicaklik sonuglar1 Tablo 40’da 6zetlenmistir.

4.7. Enzim Stabilitesi Uzerine Sicakhgn Etkisi

Enzim stabilizasyonu, yiiksek sicakliklarda gerceklesen ve wuzun siiren
endiistriyel islemler icin oldukca Onemli bir Ozelliktir. Bu amagla GA’nin sicaklik
stabilitesi arastirildiginda, 27 °C’da 8 giin ve 40 °C’da 11 giin sonra aktivitenin %
80’den fazlasinin korundugu goriilmiistiir. GA aktivitesi 50 °C’da 3 giin sonra % 50’den
fazlasinin, 60 °C’da 2 saat sonra % 23’uniin, 70 °C’da 1 saat sonra % 17’sinin ve 80

°C’da 1 saat sonra aktivitenin % 19 ‘unun korundugu goriilmiistiir.
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A. flavus HBF34 GA’sinin 27, 40 ve 50 °C’larda uzun siire stabilitesini korumus
olmasi, bu sicakliklarda islem yapan endiistriyel uygulamalar i¢in uygun olabilecegini
gostermektedir. Ancak 60 °C’nin iizerinde islem yapan endiistriyel islemler i¢in cok

uygun degildir. Enzimin ii¢ boyutlu yapisini olusturan zayif baglar (hidrojen, iyonik ve

Tablo 40. Fungus GA ve a-amilazlariyla yapilan optimum sicaklik literatiir sonuglari

Optimum
Sicakhik
Fungus GA/a-amilaz (°C) Kaynaklar

A. flavus HBF34 GA 60
T. lanuginosus ML-M GA 70 Basaveswara Rao et al., 1981
Humicola grisea GA 60 Campos and Felix, 1995
Scytalidium thermophilum GA 55-60 Cereia et al., 2000
Scytalidium thermophilum GA 65-70 Aquino et al., 2001
Scytalidium thermophilum 15.8 GA 55-60 Cereia et al., 2006
Chaetomium thermophilum GA 65 Chen et al., 2005
T. lanuginosus A13.37 GA 70 Gomes et al., 2005
Lyophyllum shimeji GA 40 Kusuda et al., 2004
T. lanuginosus F1 GA/ a-amilaz 70/60 Odibo and Ulbrich-Hofmann, 2001
T. lanuginosus GA/ a-amilaz 70 Nguyen et al., 2002
Candida antartica CBS 6678 GA/ a-amilaz 57/62 De Mot and Verachtert, 1987
A. flavus o-amilaz 55 Khoo et al., 1994
A. flavus o-amilaz 30 Abou-Zeid, 1997
A. tamarii o-amilaz 50-55 Moreira et al., 2004
Cryptococcus flavus a-amilaz 50 Wanderley et al.,2004

A. niger AMO7 a-amilaz 60 Omemu et al., 2005
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molekiiler baglar) ve ozellikle disiilfit baglarinin azlig1 veya ¢oklugu enzimin pH ve
sicaklik stabilizasyonu i¢in 6nemli rol oynadigi bilinmektedir (Shenoy et al., 1985).
GA’nin ii¢ boyutlu yapisint olusturan zayif baglarin ve ozellikle disiilfit baglarinin
yiiksek sicakliklarda kirilarak agilmasinin, stabilitenin diisiik olmasina neden oldugunu
diisiinmekteyiz. Ayrica GA’nin ii¢ boyutlu yapisinda disiilfit baglarinin az oldugunu da
diisiinmekteyiz. Fungal glukoamilazlarin bir ¢ogunun yiiksek sicakliklarda kisa zaman
periyotlarinda stabil oldugu bildirilmistir (Norouzian et al., 2006). Bu da bizim
sonuc¢larimizla uygunluk gostermemektedir. Yapilan bir ¢cok caligmada ise kisa siirelide

olsa GA’nin yiiksek sicakliklarda stabil oldugu gosterilmistir.

A. flavus GA’s1 ile yapilan kisa zamanli stabilizasyon calismasinda aktivitenin
20-60 °C arasinda 30 dk, 70 °C’da 15 dk stabil oldugu ve 90 °C’da ise 30 dakikada
denature oldugu bulunmustur (El-Abyad et al., 1994). A. flavus GA ile yapilan diger bir
calismada 60 °C’da 1 saat sonra aktivitenin % 85‘inin korundugu, aym sicaklikta 7 saat
sonra ise aktivitenin % 45’inin korundugu bulunmustur (Gomes et al., 2005).
Aspergillus niger glukoamilazinin 50 °C’da % 100 stabil oldugu, 60 °C’da 30 dakika
inkiibasyondan sonra aktivitenin % 90’min geri kazanildigi, bunun {iistiindeki
sicakliklarda ise hizli bir sekilde azaldigi bulunmustur. Gliserol veya nisasta varliginda
enzimin sicaklik stabilite siiresinin uzadig1 ve Aspergillus spp. suslarindan elde edilen
glukoamilazlarin stabilite i¢in substrata gereksinim duyduklari bildirilmistir (Fogarty
and Benson, 1983; De Mot and Verachtert, 1987). Aspergillus awamori ATCC 22342
glukoamilazinin 40 °C’da stabil oldugu, 50 ve 60 °C’da 30 dk bekletildigi zaman
aktivitenin % 70 ve 90’1 kaybettigi, enzimin termal inaktivasyonunun ortamda nisasta
bulundugu zaman yavasladigi bulunmustur (Pestana and Castillo, 1985). Aspergillus sp.
GP-21 glukoamilazinin 60 °C’daki sicaklik stabilitesini, reaksiyon ortamina eklenen
Ca”*’un etkilemedigi ve kalsiyum varliginda veya yoklugunda enzimin bu sicaklikta yart
Oomriiniin 90 dakika oldugu saptanmistir (Mamo and Gessesse, 1999). A. niger Z10
izolatimin glukoamilaz1 15 dakika 40, 50, 60, 70 ve 80 °C’da inkiibasyondan sonra,
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aktivitenin sirasiyla % 100, 93.4, 90.2, 86.8 ve 16.7’sini gosterdigi bulunmustur (Coral
and Colak, 2000).

Termofilik fungus Thermomyces lanuginosus glukoamilazinin 50 °C’da 6 saat
tamamen stabil oldugu, 60 °C’da aktivitenin yavasca azaldigi ve 70 ile 80 °C’da ise hizl
bir sekilde inaktive oldugu bulunmustur. Enzimin yar1 omrii 60 °C’da 7.3 saat, 70 °C’da
30 dakika ve 80 °C’da 20 dakika olarak hesaplanmistir (Basaveswara Rao et al., 1981).
Termofilik fungus H. grisea glukoamilazimin 55 °C’da 2 saat % 100 stabil kaldig
bulunmustur (Campos and Felix, 1995). Termofilik fungus Scytalidium thermophilum
glukoamilazinin termostabilitesinin % 10’luk sorbitol veya % 1’lik nisasta varliginda 60
°C’da 60 dakika inkiibe edildikten sonra % 100 oraninda stabil kaldig1 bulunmustur
(Cereia et al., 2000). Termofilik fungus Scyralidium thermophilum glukoamilazinin 55
°C’da 1 saat ve 4 °C’da 8 giin stabil oldugu bulunmustur (Aquino et al., 2001).
Ektomikorizal fungus Lyophyllum shimeji glukoamilazinin 20 ve 35 °C’da stabil oldugu
bulunmustur (Kusuda et al., 2004). Termofilik fungus Chaetomium thermophilum
glukoamilazinin 50 ve 60 °C’da termostabil oldugu, 65 °C’da 60 dakika sonra aktivitenin
% 50’sin[Jermostabilanildigl, enzimin yari 6mriiniin 70 °C’da 20 dakika oldugu
bulunmustur (Chen et al., 2005). Thermomyces lanuginosus A13.37 glukoamilazinin 60
°C’da 1 saat sonra enzim aktivitesinde % 20’lik bir artis gozlenmis, 8 saat sonra ise

aktivitenin % 55’nin geri kazanildigi bulunmustur (Gomes et al., 2005).

a-Amilazlarla yapilan calismalarda ise, A. flavus a-amilazinin 50 °C’da 1 saat
stabil oldugu bulunmustur (Khoo et al., 1994). A. carbonarius amilazinin 20 dk
inkiibasyondan sonra 30 °C ile 80 °C arasinda aktivitesinin % 85’ini, 90 °C’da ise %
65’ini gosterdigi bulunmustur (Okolo et al., 2000). Termofilik fungus Scytalidium
thermophilum o-amilazinin 50 °C’da 1 saat stabil oldugu, enzimin yar1 omriiniin 55
°C’da 25 dk ve 60 °C’da 12 dk oldugu, % 1’lik nisasta varliginda 60 °C’da 1 saat
tamamen stabil oldugu bulunmustur (Aquino et al., 2003). Rhizopus microsporus var.

rhizopodiformis amilolitik aktivitesinin sicaklik stabilitesinin olduk¢a yiiksek oldugu, 60
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°C’da 120 dk sonra enzim aktivitesinin % 50’sinin geri kazamldigi, 65 °C’da stabil

olmadig1 fakat ortama % 1’lik nisasta eklendigi zaman termal inaktivasyondan
korundugu bulunmustur (Peixoto et al., 2003). A. tamarii o-amilazinin 65 °C’da birkag
saat tamamen aktif oldugu, enzimin yar1 omriiniin 70 °C’da 30 dakika oldugu ve 75
°C’da ise stabil olmadigi bulunmustur. % 1’lik nisasta ile inkiibe edildiginde enzimin
yar1 6mriiniin 70 °C’da 70 dakika ve 75 °C’da 40 dakika oldugu bulunmustur (Moreira et
al., 2004).

Endiistriyel uygulamalarda, yiiksek sicakliklarda yapilan sekerlestirme
yontemlerinde genellikle yiiksek termostabiliteye sahip mikrobiyal amilazlar
kullanilmaktadir (Peixoto et al., 2003). Sekerlestirme yoOntemleri, yliksek substrat
¢oziiniirliigii saglamak i¢in genellikle 60 °C ve iistiindeki sicakliklarda gerceklesir ve bu
sekilde mikrobiyal kontaminasyon da Onlenmis olur (Odibo and Ulbrich-Hofmann,
2001). Elde ettigimiz enzimin yiiksek sicakliklarda stabil olmamasi nedeniyle, daha
sonraki c¢aligsmalarda stabilizasyonu arttiracak islemler denenmesi hedeflenmektedir.
Bunun icin nisasta, organik coziiciiler ve Ca®* gibi iyonlarin stabilizasyona etkisi
arastirilarak, enzimimizin yiiksek sicakliklardaki endiistriyel islemler i¢in uygun hale

getirilmesine calisilacaktir.

4. 8. Enzim Aktivitesi Uzerine pH’nin Etkisi

Enzimler protein yapisinda olmasindan dolayr ortam pH’s1 enzim aktivitesini
etkileyen 6nemli faktorlerden birisidir. Bu amagla, GA aktivitesi iizerine pH’ nin etkisi
incelendiginde maksimum aktivite pH 6.0’da saptanmustir. pH 3.5’den 5.5’e kadar
maksimum aktivitenin % 64’den fazlasini, pH 6.5’dan 7.5’a kadar ise % 79’dan fazlasim
gosterdigi, pH 8.0’den sonra ise aktivitenin azalmaya basladigl goriilmiistiir. Sonuglar
enzimin, pH 3.5 ile 7.5 arasi gibi genis bir pH aralifinda calistigin1 gostermektedir.

Bununla birlikte enzimin asidik pH’larda daha aktif oldugu séylenebilir.
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Nisastadan glukoz eldesi endiistride Onemli bir yer tutmaktadir. Nisastanin
stvilagtirllmasinda (liquefaction) a-amilaz, sekerlestirilmesinde (sakkarifikasyon) ise
glukoamilaz kullanilmaktadir. Bu islemler pH 4.2 ile 6.2 arasinda yapilmaktadir (Crabb
and Shetty, 1999; Moreira et al., 1999). GA’nin genis pH araliginda calismasi, bu gibi
kosullarda calisan endiistriyel islemlerde kolaylikla kullanilabilecegini  de
gostermektedir. A. flavus HBF34 glukoamilazimin optimum pH’sinin, yapilan
caligmalarla benzerlik gosterdigini ortaya koymaktadir. Fungal glukoamilazlarin
genellikle asidik pH’larda aktif olduklar1 bildirilmistir (Norouzian et al., 2006). A. flavus
GA aktivitesi lizerine ¢ok fazla arastirma bulunmamaktadir. A. flavus GA’1 ile yapilan
iki caligmada optimum pH degerinin 4.0 oldugu bulunmustur (El-Abyad et al., 1994;
Gomes et al., 2005). Bu degerlerin bizim optimum pH degerimizden farkli olmasi,

enzimin bu enzimlerden farkli bir protein yapisina sahip oldugunu gostermektedir.

Diger Aspergillus cinslerinin GA’lar1 ile yapilan calismalarda ise, A. niger
710 pH 4.5-5.5 (Coral ve Colak, 2000), Aspergillus sp. GP-21 pH 5.0-5.5 (Mamo and
Gessesse, 1999), A. tamarii pH 4.5-5.0 (Moreira et al., 1999). A. fumigatus (Cherry et
al., 2004) ve A. luchuensis’un optimum pH’sinin 7.0 oldugu bulunmustur (Marzan et al.,
2005). Diger funguslarin GA ve o-amilazlariyla yapilan optimum pH sonuclar1 Tablo

41’de 6zetlenmistir.
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Tablo 41. Fungus GA ve a-amilazlariyla yapilan optimum pH literatiir sonuglar1

Optimum
Fungus GA/ a-amilaz pH Kaynaklar
A. flavus HBF34 GA 6.0
Scytalidium thermophilum 15.8  GA 5.5 Cereia et al., 2006
Scytalidium thermophilum GA 5.0-6.5 Cereia et al., 2000
Sacchoromyces cerevisiae GA 4.5-6.5 Kleinman et al., 1988
Thermomyces lanuginousus GA 5.0 Thorsen et al., 2006
Thermomyces lanuginousus GA 4.5 Gomes et al., 2005
A 13.37
Humicola grisea GA 6.0 Campos and Felix, 1995
Lyophyllum shimeji GA 5.0 Kusuda et al., 2004
Thermomyces lanuginosus GA/ a-amilaz ~ 4.4-5.6 Nguyen et al., 2002
ATCC 34626 /4.6-6.6
Candida antarctica CBS 6678 GA/ o-amilaz 4.2 De Mot and Verachtert, 1987
Thermomyces lanuginosus F; GA/ a-amilaz 6.0/5.0 QOdibo and Ulbrich- Hofmann, 2001
Scytalidium thermophilum a-amilaz 6.0 Aquino et al., 2003
A. tamarii o-amilaz 4.5-5.0 Moreira et al., 1999
A. flavus o-amilaz 7.0 Abou-Zeid, 1997
A. flavus o-amilaz 6.0 Khoo et al., 1994
A. tamarii o-amilaz 4.5-6.5 Moreira et al., 2004
Mucor sp. a-amilaz 5.0 Mohapatra et al., 1998
Streptomyces sp. No.4 o-amilaz 5.5 Primarini and Ohta, 2000
Tricholoma matsutake Z-1 o-amilaz 5.0-6.0 Kusuda et al., 2003
Thermomonospora curvata a-amilaz 6.0 Glymph and Stutzenberger, 1977

Thermoascus auranticus o-amilaz 4.5-5.0 Ohno et al., 1998
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4.9. Enzim Stabilitesi Uzerine pH’nin Etkisi

Ekstrem pH’larda gerceklesen ve uzun siiren endiistriyel islemler i¢in, enzim
stabilizasyonu oldukca Oonemli bir ozelliktir. Enzimin genis bir pH araliginda ve uzun
siire aktivitesini koruyor olmasi, endiistriyel islemler icin tercih edilen bir 6zelliktir. Bu
amacla A. flavus HBF34 GA’s1 ile yaptigimiz pH stabilizasyon c¢alismalari sonucunda
enzimimizin genis bir pH araliginda oldukca stabil oldugu bulunmustur. pH 3.0’de 60
saat sonra % 78’den fazlasi, pH 4.0-8.0 arasinda 108 saatlik inkiibasyondan sonra %
82’den fazlasinin geri kazamildig1 ve pH 9.0’da ise 60 saatlik inkiibasyon periyodundan
sonra aktivitenin % 87’sinin geri kazanildig goriilmiistiir. A. flavus HBF34 GA’sinin
asidik ve alkali pH araliginda stabil olmasi endiistriyel islemlerde kullanilabilecegini
gostermektedir. Glukoamilazlar genis pH araliginda (pH 2.0 ile 11.0) stabildir (Fogarty
and Kelly, 1990; Norouzian et al., 2006). A. flavus GA’sinin pH 4.0 ile 9.0 araliginda
stabil oldugu, pH 3.0 ile 10.0’da aktivitenin onemli bir kisminin azaldig1 bulunmustur
(El-Abyad et al., 1994). A. flavus A 1.1 GA’sinin genis pH araliginda (pH 5.0 ile 9.0
araliinda % 100 stabil) stabil oldugu, pH 3.0’de aktivitenin % 80’inin geri kazanildig,
pH 10.0’da ise aktivitenin % 90 ninin geri kazanildigi bulunmustur (Gomes et al., 2005).
Goriildiigi gibi A. flavus GA’lar ile yapilan ¢alismalar bizim sonuglarimizla benzerlik

gostermektedir.

Diger Aspergillus GA’lar ile yapilan calismalarda ise su sonuglar elde edilmistir.
A. niger’den elde edilen glukoamilazin genis pH stabilitesine sahip oldugu, pH 2.0 ile
pH 11.0°de aktivitenin % 79 ve % 50’sini gosterdigi bulunmustur (Fogarty and Benson,
1983). Aspergillus GP-21 GA’simin pH 5.0-5.5 araliginda stabil oldugu bulunmustur
(Mamo and Gessesse, 1999). A. tamarii GA’sinin pH 4.0 ile 7.2 arasinda 40 °C’da 2 giin
boyunca stabil oldugu bulunmustur (Moreira et al., 1999). A. tamarii GA’sinin pH 3.0
ile 8.0 arasinda 2 saat boyunca tamamen stabil oldugu bulunmustur (Moreira et al.,
2004). Termofilik fungus Thermomyces lanuginosus ATCC 34626 GA’s1 pH 4.4-7.5
arasinda 50 °C stabil oldugu saptanmistir (Nguyen et al., 2002). Termofilik fungus
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Thermomyces lanuginosus Fy GA ve a-amilazinin pH 4.0’da oda sicakliginda 24 saat
tamamen stabil olduklari, pH 5.0 ve 6.0 arasinda ise % 80’inin geri kazanildig:
bulunmustur (Odibo and Ulbrich-Hofmann, 2001). A. flavus a-amilazinin pH 5.0 ile 8.5
araliginda stabil oldugu bulunmustur (Khoo et al., 1994). Ektomikorizal fungus
Tricholoma matsutake o-amilazinin genis pH araliginda (4.0 ile 10.0) stabil oldugu
bulunmustur (Kusuda et al., 2003). Maya Candida antarctica CBS 6678
glukoamilazinin asidik pH’larda stabil oldugu, a-amilazinin alkali pH’larda hizli bir

sekilde aktivitesinde kayiplar oldugu bulunmustur (De Mot and Verachtert, 1987).

4. 10. Enzim Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonunun Etkisi

A. flavus HBF34’lin GA aktivitesi {izerine substrat konsantrasyonunun (¢oziiniir
patates nisastas1) etkisi incelendiginde, substrat konsantrasyonunun belli bir oranda
arttirilmasi ile enzim aktivitesinin de buna baglh olarak hizla arttigi goriilmiistiir. Bu
durumda enzimatik reaksiyon birinci dereceden (first-order) bir kinetik gostermistir.
Ancak, belli bir substrat konsantrasyonundan sonra aktivitenin artik daha fazla artmadig
ve sabit kaldig1 goriilmiistiir. Bu da enzimin substratina karsi1 doygun hale geldigini ve
maksimum hizla calistigin1 gostermektedir. Bu durumda enzimatik reaksiyon sifirinci
dereceden (zero-order) bir kinetik gostermistir. Bu sonuglara dayanarak A. flavus HBF34
GA’sinin  Michaelis-Menten kinetigi gosterdigini sOyleyebiliriz. Michaelis-Menten
grafiginden enzimin Km ve Vmax degerlerinin saptanmasi olduk¢a zor olmasi
nedeniyle, Lineweaver-Burk grafigi kullamlmistir. Bu grafige gore, A. flavus HBF34
GA’sinin Km degeri 0.046 mg/mL ve Vmax degeri 769.23 U/mg protein olarak

bulunmustur.

Glikojen, amilopektin ve amilozun Km ve Vmax degerlerini saptamak amaciyla
da Lineweaver-Burk grafigi kullanilmistir. Glikojen, amilopektin ve amiloz icin sirasiyla
Km degerleri 0.075, 0.1 ve 0.125 mg/mL ve Vmax degerleri 1250, 3333.33 ve 2500
U/mg protein olarak bulunmustur. A. flavus HBF34 glukoamilazinin farkli substratlara
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karsi Km degerlerine bakildiginda en iyi ozgiilliigiin c¢oziiniir patates nigastast icin
oldugu, daha sonra ise sirasiyla glikojen, amilopektin ve amiloz i¢in oldugu
goriilmektedir. a-1,6 baglariyla zincir uzunlugundaki artis hidroliz oraninin artigina
sebep olmaktadir. Glukoamilaz ¢ok uzun zincirli substratlara karsi ¢ok fazla afiniteye
sahiptir, bu nedenle Michaelis sabiteleri azalirken maksimum hiz zincir uzunlugu ile
artmaktadir (De Mot and Verachtert, 1987; Fogart and Kelly, 1990). Michaelis-Menten
kinetikleri ile iiriin inhibisyon etkilerini kullanilarak, nisastaya glukoamilazin etkisi i¢in
bir model tanimlanmistir. Bu modele gore, Vmax ve Km’in her ikisi de substrat molekiil
kiitlesi ile degismektedir (Fogart and Kelly, 1990). A. flavus GA’s1 ile yapilan bir
calisjmada Km degeri 2.85 mg/mL olup, bulgularimiza gore oldukca ytiksektir (EI-
Abyad et al., 1994). A. niger NRRL 3135 GA’sinin ¢6ziiniir nisasta, maltoz, maltotrioz,
maltotetroz, maltopentoz ve izomaltoz i¢in Km degerleri % 0.09, 0.67, 0.76, 0.76, 0.68
ve 122.01 mM olarak, Vmax degerleri ise sirasiyla 55.2, 11.7, 32.3, 47.8, 59.2 ve 12.5
nKat glukoz/saniye olarak bulunmustur (Vandersall et al., 1995). A. niger GA’sinin
nisasta, maltotrioz ve maltoza kars1 gosterdigi afinite oranlar1 sirasiyla % 100, 68 ve 31
olup, nisasta ve maltoz icim Km degerleri sirasiyla % 0.025 ve 1.42 mM olarak
bulunmustur (Fogarty and Benson, 1983). A. awamori GA’s1 ¢6ziiniir nisasta ve dekstrin
icin Km degeri 12.5 ve 33.3 mg/mL oldugu bulunmustur (Pestana and Castillo, 1985). A.
Sfumigatus GA’s1 ¢oziiniir nisasta icin Km ve Vmax degerleri 0.1 mg/mL ve 161 umol
glukoz/dk/mg protein olarak bulunmustur (Silva and Peralta, 1998). Termofilik fungus
Humicola grisea GA’sinin nisasta i¢cin Km degerinin 0.14 mg/mL, Vmax degerinin 0.21
pmol glukoz/dk/pg oldugu bulunmustur (Campos and Felix, 1995). Termofilik fungus
Scytalidium thermophilum GA’sinin nisasta ve maltoz i¢in Km ve Vmax degerleri
strastyla 0.21, 3.9 g/L ve 62, 9.0 U/mg protein olarak bulunmustur (Aquino et al., 2001).
T. lanuginosus ATCC 34626 GA’sinin Km degerlerinin substrat zincir uzunlugunun
artmastyla azaldigr bulunmustur. Km degerleri maltoz, maltotrioz, maltotetroz,
maltopentoz ve nisasta i¢in swrasiyla 6.5, 3.5, 2.1, 1.1 ve 0.82 mg/mL olarak
bulunmustur (Nguyen et al., 2002). Termofilik fungus Scytalidium thermophilum 15.8
GA’sinin nigastaya karsi yiiksek afinite (Km 0.2 mg/mL, Vmax 22.3 pmol /dk/mg
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protein), maltoza karsi ise zayif afinite (1.5 mg/mL, Vmax 4.30 pmol /dk/mg protein)
gosterdigi bulunmustur (Cereia et al., 2006).

A. flavus o-amilazinin jelatinize tapioka nisastasi i¢cin Km ve Vmax degerinin 0.5
g/L. ve 108.67 umol rediiktor seker/min/ mg protein oldugu bulunmustur (Khoo et al.,
1994). Streptomyces sp. tarafindan iretilen iic farkli a-amilazin (Amilaz 1, 2 ve 3)
amiloz i¢in yiiksek afiniteye sahip olup Km degerleri sirasiyla 0.2, 0.3 ve 0.2 mM
olarak, maltotrioza kars1 zayif afiniteye sahip olup Km degerleri sirasiyla 8.2, 8 ve 8.2
mM olarak bulunmustur (McMahon et al., 1999). Maya Cryptococcus flavus o-
amilazinin nisasta i¢in Km degeri 0.056 mg/mL olarak bulunmustur (Wanderley et al.,
2004). Termofilik fungus 7. lanuginosus ATCC 200065 glukoamilazinin maltoz igin
Km degerinin 3.5 mM oldugu bulunmustur (Thorsen et al., 2006).

Yukaridaki literatiir sonuglarinin tiimii ile A. flavus HBF34 GA’sinin Km
degerleri karsilastirildiginda, diger GA ve o-amilazlara gore oldukca diisiik bir Km
degerlerine sahip oldugu goriilmektedir. Bu sonu¢ enzimimizin ¢ok diisiik substrat
konsantrasyonlarinda dahi substratina olan ilgisinin oldukca yiiksek oldugunu
gostermektedir. Km degerinin diisiik olmas1 endiistriyel islemlerin hizli ve kolay olarak
yapilmasina olanak saglayacagindan, GA’nin endiistriyel potansiyelinin de yiiksek

oldugunu sodyleyebiliriz.

4. 11. Enzimin Substrat Spesifitesinin Belirlenmesi

A. flavus HBF34 GA’smin substrat spesifitesini belirlemek i¢in, sukroz, maltoz,
maltotrioz, rafinoz, dekstrin, amiloz, amilopektin, glikojen, pirin¢ nisastasi, bugday
nisastasi, misir nisastasi, ¢cOziiniir patates nisastast ve seliiloz kullanilmistir. GA, bu
substratlar icinde en yiiksek aktiviteyi glikojene karsi gostermesine ragmen, bulunan
deger nisastayla hemen hemen aymidir. GA’nin glikojen, amilopektin, misir nisastasi,

piring nisastasi, bugday nisastasi, maltoz, amiloz, dekstrin, seliiloz ve maltotrioza karsi
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olan aktivitesi ise sirasiyla % 102, 84, 72, 70, 69, 68, 59, 57, 53 ve 50 olarak
bulunmustur. GA’nmin rafinoz ve sukroza kars1i oldukg¢a az aktivite gosterdigi
belirlenmistir. Bu sonuglara dayanarak, A. flavus HBF34 GA’sinin genis bir substrat
spesifitesine sahip oldugunu soyleyebiliriz. A. flavus HBF34 GA’s1 sukroza karsi az
aktivite, nisasta ve glikojen gibi uzun zincirli substratlara karsi yiiksek aktivite
gostermistir. Bu sonuclar literatiir bulgular1 ile paralellik gostermektedir. GA’lar
genellikle, a-1,4 baglari i¢in ¢ok yiiksek afiniteye sahip olmasina ragmen, ayn1 zamanda
cok yavas da olsa 0-1,6 ve a-1,3 baglarimm da hidrolizleyecek afiniteye sahiptir.
Substratin hidrolizlenme orani hem molekiiler biiyiikliik ve yapiyla hem de zincirdeki
bag tipiyle etkilemektedir. Bu nedenle, a-1,4 baglarinin hidrolizlenme orani substratin
nispi molekiiler kiitlesi ile en azindan maltopentoza kadar dogrusal bir sekilde arttif
belirtilmistir (Fogarty and Benson, 1983).

A. flavus GA’sinin yapilan bir ¢alismada ¢oziiniir nisasta, dekstrin, misir unu, D-
mannitol ve piring unu gibi karbohidratlar1 hidrolizleyebildigini ve hidrolizleme oraninin
asidik kosullar altinda en iyi oldugu bulunmustur (ElI-Abyad et al., 1994). A. fumigatus
GA’sinin nigasta, glikojen, amilopektin ve amiloz gibi polisakkaritleri, maltoz ve
maltotriozdan daha hizli hidrolizledigi bulunmustur (Silva and Peralta, 1998).
Ektomikorizal fungus Lyophyllum shimeji GA’sinin amiloz A ve dekstrin gibi a-1,4
baglar1 iceren polisakkaritleri kolaylikla hidrolizledigi, a-1,6 baglar1 iceren amilopektin
ve izomaltohekzozu hidrolizledigi, siklik polisakkaritleri ise hidrolizleyemedigi
bulunmustur (Kusuda et al., 2004). Termofilik fungus 7. lanuginosus ATCC 200065
GA’sinin amilopektin, glikojen, maltotrioz ve maltozun hidrolizleme oranlari, amilozun
hidroliz orani ile karsilastirildiginda sirasiyla % 94, 87, 40 ve 14 olarak bulunmustur
(Thorsen et al., 2006). p-Nitrofenil a-D-glukozid, maltoz, maltotrioz, dekstrin, ¢oziiniir
nisasta ve glikojen i¢in termofilik fungus 7. lanuginosus GA’smin Km degerlerinin
sirastyla 833 (2.75 mM), 833 (2.3 mM), 556 (1.1 mM), 114, 46 ve 22 pug/mL olarak
bulundugu, Km degerlerinin substrat molekiiliiniin zincir uzunlugunun artmasiyla

azaldig1 bulunmustur. Bu sonuglarla molekiildeki uzun zincirlerin artmasiyla enzim
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afinitesinin arttig1, substrat ve enzimin aktif merkezi arasindaki etkilesimin de artmis

olabilecegini gosterilmistir (Basaveswara Rao et al., 1981).

Termofilik fungus 7. lanuginosus F; a-amilaz1 ve glukoamilazinin amilozu hizl
bir sekilde hidrolizledigi, pullulam ise ¢ok az hidrolizledigi bulunmustur (Odibo and
Ulbrich-Hofmann, 2001). A. tamarii o-amilazinin nisasta, amilopektin ve amilozu
hidrolizleme oraninin yiiksek oldugu, glikojen ve pullulam1 ¢cok yavas hidrolizledigi,
siklodekstrinleri (o0 ve ) hidrolizleyemedigi bulunmustur (Moreira et al., 2004).
Ektomikorizal fungus Tricholoma matsutake o-amilazinin substrast spesifitesi i¢in farkli
polisakkaritler kullanilmis, en iyi hidrolizlenen substratin ¢oziiniir nisasta oldugu daha
sonra sirasi ile amiloz A, amiloz, amiloz B ve glikojen oldugu bulunmustur. Tricholoma
matsutake o-amilazi a-1,6 baglarimi ve siklik polisakkaritleri (a- ve B-siklodekstrin), o-
1,4, a-1,6 ve a-1,3 baglarin1 da iceren pullulani hidrolizleyemedigini gostermistir
(Kusuda et al.,, 2003). Maya Cryptococcus flavus o-amilazinin nisastaya Kkarsi
maksimum aktivitesinin % 100 oldugu, glikojen, amilopektin ve amiloza karsi ise

sirastyla % 18.9, 16.7 ve 7.1 oldugu bulunmustur (Wanderley et al., 2004).

4. 12. Enzim Aktivitesi Uzerine Metal iyonlar1 ve EDTA nin Etkisi

Metal iyonlari, proteinlerin ¢ogunda ii¢ boyutlu yapilarinin olusumunda ve aktif
merkezde substratlarin katalizlerinde dogrudan veya dolayli olarak ©Onemli rol
oynamaktadirlar. Bu sebeple, A. flavus HBF34’iin GA aktivitesi iizerine c¢esitli metal
iyonlarin etkisi incelendiginde, Mn”**, Ca** ve Co*" 1 biitin konsantrasyonlarda,
Ba®”un ise 5 ve 10 mM’lik konsantrasyonlarda enzim aktivitesini arttirdigi
gdzlenmistir. Bu iyonlarda 6zellikle Mn** enzim aktivitesini % 169, Ca** % 67, Co** %
20 ve Ba®* ise % 24 oranda arttirmustir. Bu iyonlarin enzimin stabilizasyonunda veya

substrata baglanarak reaksiyon i¢in substratin dogru yoOnelimini sagladigini

diisiinmekteyiz.
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A. flavus HBF34’iin GA aktivitesi Ni**, Mg?*, Li*, K*, NH4*, Na,OsSe ve Na*
gibi metal iyonlarmin tiim konsantrasyonlarinda cok fazla etkilenmedigi, sadece Se*
iyonunun 10 mM’lik konsantrasyonunda % 76 oranda inhibisyona neden oldugu
bulunmustur. Bu iyonlarin enzim yapisi ve substrat ile etkilesime girmedigi veya yapiya

katilmis olsalar dahi ii¢ boyutlu yapiy1 degistirmedigini diisiinmekteyiz.

Fe™* ve AI’”un 1 mM’lik konsantrasyonlari enzim aktivitesini ¢ok fazla inhibe
etmezken, 5 ve 10 mM’lik konsantrasyonlart yiiksek oranda inhibisyona neden olmustur.
Hg”* 1 mM’lik konsantrasyonda % 50 oraninda inhibisyona neden olurken, 6zellikle 5
ve 10 mM’lik konsantrasyonlarinda enzim aktivitesini tamamen inhibe etmistir. Cu®* ve
Zn** 1 ve 5 mM’lik konsantrasyonlarda enzim aktivitesini yaklasik olarak % 21-44
oraninda inhibe ederken, 10 mM’lik konsantrasyonda inhibisyon orani artmaktadir. Bu
metal iyonlar1 GA’nin substrat baglama bolgesine ve katalitik merkezinde gorev alan
amino asitlerle etkileserek inhibisyona neden oldugunu, ayrica yapiya katilarak enzimin
tic boyutlu yapisim1 degistirdigini veya substrata baglanarak reaksiyon icin substratin
dogru yonelimini etkiledigini diisiinmekteyiz. Genel olarak GA aktivitesini 6zellikle
Hg”* kuvvetle inhibe ederken, Mn®* ve Fe™* tarafindan aktive edildigi bildirilmistir
(Pandey et al., 2000; Najafi and Kembhavi, 2005). Bu sonuglardan Hg** ve Mn?* bizim
calisma sonuclarimizla benzerlik gostermis, ancak Fe®* ayni sonucu gdstermemistir.
Amilazlarin 6zellikle o-amilazlarin ¢ogunun metal iyonlarina bagimhi oldugu
bilinmektedir. Hg2+ iyonlarinin inhibisyonunun enzim fonksiyonunda gorev alan indol

amino asitinin bir belirteci olabilecegi de belirtilmistir (Wanderley et al., 2004).

Bir metal tutucu ajan olan EDTA, denenen konsantrasyonlarda enzim aktivitesini
% 17-39 oraninda inhibe etmistir. GA’nin metal tutucu bir ajan olan EDTA tarafindan
yaklasik % 40 oraninda inhibe olmasi, GA’nin bir metalloenzim olmadig: diisiincesini
akla getirmektedir. Ciinkii enzim EDTA tarafindan yiiksek konsantrasyonlarda bile

tamamen inhibe olmamistir. Bu durumda bazi metal iyonlarinin aktiviteyi arttirmig
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olmasi, bu metal iyonlarinin katalitik bir mekanizmada rol almaktan ¢ok yapisal bir role

sahip olduklarim gostermektedir.

Metal iyonlarinin amilazlar tizerine etkisi ile yapilan ¢aligmalar sonucunda enzim
aktivitelerini cok farkli bir sekilde etkiledikleri bulunmustur. Bunlardan bazilari enzim
aktivitesini arttirirken, bazilar1 inhibe etmis veya hi¢ etkilememistir. A. flavus GA’s1 ile
yapilan tek calismada, GA’nin Hg®* tarafindan giiclii bir sekilde inhibe oldugu, Zn**,
Fe®*, Ni**, Co™, Ca**, Mg®*, Ba®* ve EDTA tarafindan etkilenmedigi bulunmustur (El-
Abyad et al., 1994). Hg2+ve Ni** sonuglart bizim ¢alismamizla benzerlik, diger sonuclar
ise farkhilik gostermektedir. A. niger’in GA aktivitesi iizerine Ag*, Cu®*, Ni** ve Co**
gibi katyonlarin inhibitor etkisinin olmadigi, polivalent anyonlarin ise enzimi aktive

ettikleri bildirilmistir (Fogarty and Benson, 1983).

Chaetomium thermophilum GA’simn Ca®*, Mg”*, Na* ve K* iyonlan tarafindan
aktive edildigi, Fe**, Ag* ve Hg** tarafindan inhibe edildigi bulunmustur (Chen et al.,
2005). Termofilik fungus 7. lanuginousus Fy’in GA aktivitesi 2 mM Mn** (% 63), Co**
(% 51), Ca®* (% 27), Fe** (% 15) ve Zn** (% 11) tarafindan aktive edildigi, Ba®* (% 3)
tarafindan etkilenmedigi, EDTA (% 43) ve Hg** (% 83) tarafindan giiclii bir sekilde
inhibe edildigi bulunmustur. Ayni fungusun a-amilazi 2 mM Co?* (% 78), Mn** (% 24),
Zn** (% 13), Ca™ (% 11) ve Fe** (% 8) tarafindan aktive edildigi, Ba®* (% 11), EDTA
(% 46) ve Hg2+ (% 90) tarafindan giiclii bir sekilde inhibe edildigi bulunmustur (Odibo
and Ulbrich-Hofmann, 2001). Scytalidium thermophilum GA’sinin 1 mM Ba (% 20),
Ca®™ (% 22.7), Cu** (% 17.2), EDTA (% 23), Hg** (% 24.4), Mg** (% 20.8), Mn** (%
21.1), Na* (% 22.8), NHy* (% 13.7) ve Zn** (% 24.1) tarafindan inhibe edildigi
bulunmustur (Cereia et al., 2000). 7. lanuginousus ATCC 34626 GA’sinin 10 mM
konsantrasyonlarda Zn** iyonu tarafindan inhibe edildigi, Co**, Ba®*, Mn**, Fe**, Ca®*

2+

ve EDTA tarafindan aktive edildigi bulunmustur. Mn“""1n iyi bir aktivator oldugu ve GA
aktivitesini 1.5 kat arttirdig1 bulunmustur (Nguyen et al., 2002). Lyophyllum shimeji’nin

GA aktivitesinin 0.1 M Ca®* iyonu varhiginda 6nemli derecede aktive oldugu, Pb**
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iyonunun aktiviteyi fazla etkilemedigi, AI’*, K*, Li*, Hg**, Fe**, Mn®*, Zn**, Mg*,
Cu”** ve EDTA’min enzimi % 33-67 oraninda inhibe ettigi, Ag* ve Ba®* iyonlarinin ise
enzimi giiclii bir sekilde inhibe ettigi bulunmustur (Kusuda et al., 2004). Scytalidium
thermophilum 15.8’in GA aktivitesinin ImM Mg** (% 8.9), Cu** (% 8.2), Mn** (% 4.4),
Na* (% 3.6) ve EDTA (% 2) tarafindan aktive, Ca** (% 21) ve Hg** (% 20) tarafindan
inhibe ettigi, NH;*, Ba®* ve Zn®* iyonlarinin ise aktivite iizerine énemli bir etkisinin
olmadig1 bulunmustur. Yiiksek konsantrasyonda (10 mM) ise metal iyonlarinin hepsi,
ozellikle Hg?*’nin (% 91) inhibisyona sebep oldugu bulunmustur. Ayni calismada,
substrat olarak maltoz kullanildigt 1 mM iyon konsantrasyonunda aktivite bir artis
gozlenmemis % 15-46’lik bir azalma olmus, 10 mM Ba®* ve NH4* GA aktivitesini % 6
oraninda arttirirken, HgZJr % 90 oraninda inhibe etmistir (Cereia et al., 2006). Termofilik
fungus Scytalidium thermophilum GA’s1 1 mmol/L Mg** (% 27), Zn** (% 21), Ba** (%
8) ve Mn** (% 5) aktive etmistir (Aquino et al., 2001).

Cesitli mikroorganizmalarin nisasta hidrolizleyen amilazlarinin aktivite igin
Mn**, Cu**, Mg, Fe**, Co®* gibi divalent katyonlara gereksinim duydugu bildirilmistir.
A. carbonarius nisasta hidrolizleyen amilaz1 2 mM Fe** ve Co®* tarafindan aktive
edilmis, Ca™* gibi divalent veya Na* gibi monovalent katyonlara aktivite i¢in gereksinim
gbstermemistir.  Mn”*, Cu®*, Zn**, Ba**, Hg** ve EDTA enzim aktivitesini inhibe
etmistir (Okolo et al., 2000). Scytalidium thermophilum o-amilaz aktivitesinde 1 mM
Ca®*, Mg** ve Na* iyonlar1 % 4-8 oraminda bir artisa sebep olurken, Zn**, Mn**, Ba** ve
NH," sirastyla % 47, 17, 12 ve 12 oraminda, ozellikle Hg** ile Cu®* ise % 85 ile 75
oraninda inhibisyona sebep olmustur. 10 mM konsantrasyonda ise aktivitede Na iyonu
% 10’1uk bir artig gostermis, Ba®*, Ca”*, Mn?*, NH," iyonlar yaklasik olarak % 18’lik
inibisyona ve 6zellikle Zn**, Cu®* ve Hg** iyonlari ise % 93, 96 ve 100’liik inhibisyona
neden olmustur (Aquino et al., 2003). Maya Cryptococcus flavus’un a-amilaz
aktivitesinde 4 mM Mn?**, Mg, Zn**, Ca**, Hg™*, Fe’* ve Cu®" iyonlan sirasiyla % 4, 5,
15, 30, 71, 80 ve 100 azalmaya sebep olmustur (Wanderley et al., 2004). A. tamarii o-

amilazi 10 mM Fe*, Pb**, Cu®* ve Hg** tarafindan % 90-98 oraninda inhibe edilmis,
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Ba®* tarafindan % 23 oraminda aktive edilmis ve denenen diger metal iyonlari
tarafindan Onemli bir sekilde etkilenmedigi bulunmustur (Moreira et al., 2004).
Streptomyces sp. No.4 amilazlar1 (Amilaz 1 ve 2) iizerine 1 mM metal iyonlarinin etkisi
incelenmis, Amilaz 1’in Co®*, Zn**, Ba*, Pb**, Ca’* ve Mg*" tarafindan ¢ok azda olsa
aktive edildigi, Ni** ve Mn?" tarafindan etkilenmedigi, Sn**, Fe**, Cu**, Hg** (%100) ve
EDTA tarafindan inhibe edildigi bulunmustur. Amilaz 2’nin ise, denenen tiim metal
iyonlar1 ile inhibe oldugu, EDTA ise aktivitede % 13’liikk bir artisa neden oldugu
bulunmustur (Primarini and Ohta, 2000).

Termofilik fungus 7. lanuginousus ATCC 34626 a-amilazinin 10 mM’lik Zn**
ve Co”* tarafindan inhibe edildigi, Mn** ve Fe** iyonlarinin aktiviteyi etkilemedigi, Ca*,
Ba”* ve EDTA tarafindan aktive edildigi bulunmustur (Nguyen et al., 2002). Termofilik
fungus 7. lanuginousus o-amilazinmn 5 mM Cu®* ve Fe™ iyonlan tarafindan % 90
oraninda inhibe edildigi, bununda muhtemelen enzimin aktif bolgesindeki karboksil
gruplartyla kompleks olusturdugu, Mn**, Ca?*, Mg®*, Ba** ve Cd*"’yun ise enzimi
aktive ettigi bulunmustur (Petrova et al., 2000). Mucor sp. amilazi Cu**, Fe**, Ni** ve
Hg”’nin yiiksek konsantrasyonlarinda (25 mM) inhibe olurken, Ca®*, Mn** ve Co®™
tarafindan daha az inhibe edildigi, 25 mM Mg** enzimi etkilemedigi, 5 mM EDTA’mn
enzimi giiclii bir sekilde inhibe ettigi bulunmustur (Mohapatra et al., 1998).

Yukarida GA ve a-amilaz {izerine yapilan calisma sonuglarindan da goriilecegi
tizere, bunlarin bir¢cogu calismamizla uygunluk gostermektedir. Enzimimizin bir¢ok
metal iyonu varliginda aktivitesinin ¢ok fazla degismemesi veya bazi metal iyonlariyla
aktive olmasi, endiistriyel islemlerde kullanilma potansiyelinin oldukg¢a yiiksek

oldugunu gostermektedir.

4. 13. Enzimin Tuz Toleransi

Sicaklik, tuzluluk ve pH gibi endiistriyel islemlerde kullanilmak iizere ekstrem

kosullara toleransli ve yeni fizyolojik Ozelliklere sahip amilazlar iireten
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mikroorganizmalarin kesfi oldukca 6nemlidir. A. flavus HBF34 glukoamilazinin, 0.05-
2 M NaCl konsantrasyonlar1 arasinda enzim aktivitesinde bir artis (% 59) olurken, artan
konsantrasyonlarinda ¢ok az bir inhibisyona neden olmus, fakat enzim aktivitesi
baslangic aktivitesine oranla yiiksek bulunmustur. A. flavus HBF34 glukoamilazinin tuz
toleransinin olduk¢a yiiksek olmasi, enzimin yiiksek tuz konsantrasyonu gerektiren
endiistriyel islemlerde de kullamima uygun olabilecegini gostermistir. Nisastanin
sekerlestirme islemlerinde ve endiistrideki farkli uygulamalarda kullanilan amilazlar
icin, yliksek tuz toleransina sahip olmanin yararli bir 6zellik oldugu bildirilmistir
(Mohapatra et al., 1998). Tuz tolerans testinin, kirlilik kontrol mekanizmalarinda,
seliiloz, nisasta ve yiiksek oranda tuz iceren atik sularin islenmesinde onemli oldugu

belirtilmistir (Banerjee et al., 2001; Cordeiro et al., 2002).

4. 14. Enzim Aktivitesi Uzerine Inhibitorler ve Denatiirantlarin Etkisi

A. flavus HBF34 glukoamilaz aktivitesi iizerine SH-grubu ve disiilfit grubu (-S-
S-) inhibitorii olan ve ayn1 zamanda antioksidan olan 1,4-dithiothreitol, serin inhibitorii
olan CMC ve tiyol grubu inhibitorii olan DTNB sirasiyla % 25, 41 ve 74’°liik bir artis
saglamis olmasi, enzimin aktif merkezinde bu gruplart igeren amino asitlerin
bulunmadiginm gostermektedir. Inhibitorler muhtemelen, ortamda bulunma ihtimali olan
proteazlarin inhibisyonuna neden olmus ve GA’y1 proteolizisden korumustur. Bu

nedenle, aktivite kontrol grubuna gore yiiksek ¢ikmustir.

Triptofan inhibitorii olan NBS, GA aktivitesini tamamen inhibe etmistir. Buda
GA’mn aktif merkezinde katalizden sorumlu amino asidin triptofan oldugunu
gostermektedir. Yine Hg2+ iyonunun enzim inhibisyonu, aktif merkezde rol oynayan
indol grubu iceren triptofan amino asidinin bir belirteci olabilecegi belirtilmistir
(Wanderley et al., 2004). Bu bulguya gére GA’nin Hg?* tarafindan kuvvetle inhibe

olmasi, GA aktif merkezinde triptofanin bulunabileceginin ikinci bir kanitidir.
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SH-grubu  inhibitorii  olan  B-merkaptoetanol’iin ~ denenen  biitiin
konsantrasyonlarinda, enzim aktivitesinde ¢ok fazla bir inhibisyona neden olmamasi,
enzimin katalitik merkezinde siilfidril gruplarinin  bulunmadigini  veya siilfidril
gruplarinin kataliz isleminde onemli bir rol oynamadigini gostermistir.

Sistein, histidin ve serin inhibitorii olan PMSF’nin etkisine bakildiginda enzim
aktivitesinde 6 mM’a kadar % 25, 10 mM’lik konsantrasyonda yaklasik olarak % 55°lik
bir inhibisyon goriilmiistiir. Ancak enzim tamamen inhibe olmamistir. Bu da
enzimimizin aktif merkezinde, bu amino asitlerin katalitik islevlerde azda olsa 6nemli

oldugunu gostermektedir.

Protein denaturant1 olan {iire, yiiksek konsantrasyonlarda bile enzimin aktivitesini
cok fazla etkilememesi enzimimizin iire’ye karsi olduk¢a dayanikli oldugunu
gostermektedir. Diger bir protein denaturanti olan SDS, artan konsantrasyonlarinda
enzim aktivitesinde yaklasik olarak % 65°lik bir inhibisyona neden olmus, daha iist
konsantrasyonlarda ise olusan ¢okeltiden dolay1 aktivite ol¢iilememistir. Enzimimizin
SDS’ye kars1 ¢ok fazla dayanikli olmadigini sdyleyebiliriz.

Glukoamilazlar ile yapilan calismalarda genelde katalitik merkezde nisastanin
hidrolizinden sorumlu amino asitler olarak histidin, triptofan, tirozin ve glutamik asidin
bulundugu bildirilmistir (Shenoy et al., 1985; Williamson et al., 1997; Reilly, 1999;
Sauer et al., 2000; Juge et al., 2002; Sutthirak et al., 2005; Sevéik et al., 20006).

Termofilik fungus Scytalidium thermophilum 15.8’in GA ve a-amilaz1 1 mM B-
merkaptoetanol tarafindan tamamen inhibe edilmis ve disiilfit baglarinin varlhig
gosterilmistir (Cereia et al., 2006). Streptomyces sp. No.4’iin amilazlarinin (Al ve A2)
ImM B-merkaptoetanol tarafinda aktive edildigi bulunmustur (Pirimarini and Ohta,

2000).

Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum GA’s1t 10 mM dithiothreitol

tarafindan inhibe edilmedigi bulunmustur (Feng et al., 2002). Natronococcus sp. o-
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amilazinin % 1’lik SDS ve 1 M iire varliginda aktivitesini % 80 ve 74 oraninda inhibe

etmis, 1 mM PMSF inhibitor etkisi gostermemis, N-bromosuksinamidin ise % 73
oraninda inhibe ettigi goriilmiistiir. Bu sonuglara gore enzimin aktif merkezinde triptofan
oldugu bulunmustur (Kobayashi et al., 1992). Termofilik fungus 7. lanuginousus ATCC
34626'nin GA ve o-amilazinin 10 mM iire tarafindan aktive edildigi bulunmustur
(Nguyen et al., 2002). Termofilik fungus 7. lanuginousus F’in GA ve a-amilaz
aktivitesinin 2 mM SDS tarafindan aktive edildigi, iire tarafindan giiclii bir sekilde
inhibe edildigi bulunmustur (Odibo and Ulbrich-Hofmann, 2001). Thermus sp. a-amilazi
iire tarafindan etkilenmemis, SDS ise % 63 oraninda inhibe edilmistir (Shaw et al.,
1995). Clostridium perfringens Type A o-amilazi 10 mM SDS tarafindan inhibe
edilmistir (Shih and Labbé, 1995).

Bacillus subtilis DM-03’1in a-amilazi PMSF ve SDS tarafindan inhibe edilmis,
tire’nin 2 M konsantrasyonunda etkilenmezken, 8 M konsantrasyonunda % 78 oraninda
inhibe edildigi bulunmustur (Das et al., 2004). Vibrio. sp. a-amilazi SmM PMSF
tarafindan etkilenmemistir (Najafi and Kembhavi, 2005). A. carbonarius amilaz1 2 mM
N-bromosuksinamid tarafindan % 49 oraninda inhibe edilmistir (Okolo et al., 2000).
Thermomyces lanuginosus o-amilazi CMC (1-Sikloheksil-3-(2-morfolinil-4-etil)-
karboimid) ve N-bromosuksinamid tarafindan inhibe edilmis ve bu sonuglara gore
enzimin aktif merkezinde karboksil gruplart ve triptofan amino asidinin oldugu

goriilmiistiir (Petrova et al., 2000).

4. 15. Ham Nisasta Adsorpsiyonu

GA’nm ham nisasta kaynaklarini sindirebilme yetenekleri ve immobilizasyonu
endiistriyel ac¢idan olduk¢ca onemlidir. Bu amacla farkli nisasta kaynaklarina GA’nin
adsorpsiyon orani bulmak icin ham misir nisastasi, bugday nisastasi ve piring nisastasi
kullanildiginda, adsorpsiyon orami sirasiyla % 93, 47 ve 19 olarak bulundu. A. flavus
GA’sinin musir nisastasina adsorpsiyon kapasitesinin, bugday ve pirin¢ nisastasina gore

daha iyi oldugu goriilmektedir. Enzimimizin misir nisastasina adsorbe olma orani,
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yapilan bircok calismayla benzerlik gostermektedir. GA’1n bugday ve piring nisastasina
adsorpsiyon orani oldukg¢a diisiiktiir. Bu belki de enzimimizin dogal davranisi olabilir.
Maya Candida antarctica CBS 6678 glukoamilazinin 4 °C’da 20 dk sonra musir,
waxy misir ve bugday nisastasina % 90’dan daha fazla adsorbe oldugu, patates ve piring
nisastasina % 70 ile 60 oraninda oraninda adsorbe oldugu bulunmustur (De Mot and
Verachtert, 1987). Rhizopus sp. A-11 GA’sinin 4 °C’da 20 dk sonra kasava, bugday ve
misir nigastasina adsorbe olma oranlart % 99 olarak bulunmustur (Morita and Fujio,
1997). Organik nitrojen kaynagi iceren ortama % 1.5’lik fakli azot kaynaklar1 eklenerek
iiretilen Rhizopus sp. MKU 40 GA’sinin 4 °C’da 20 dk sonra farkli nisasta kaynaklarina
adsorpsiyon oranlarinin farkli oldugu bulunmustur. Organik nitrojen kaynagi
kullanilarak iiretilen GA’nin kasava, bugday ve misir nisastasina adsorpsiyon orani %
100, neopepton kullanildiginda adsorpsiyon oran1 % 45, 44 ve 43, kazein kullanildiginda
adsorpsiyon oran1 % 37, 32 ve 36, meat ekstrakt kullanildiginda adsorpsiyon orani % 49,
41 ve 48 olarak bulunmustur. Elde edilen sonuglara gore organik nitrojen kaynagi
kullanilarak iiretilen GA’nin GA1 oldugu, ortama farkli nitrojen kaynaklar1 eklendiginde
GA1 ve GA2 iiretildigi bulunmustur (Morita and Fujio, 2000). Aspergillus sp. GP-21
GA’sinin 15 dk oda sicakliginda misir ve patates nisastasina adsorpsiyon orami % 70
olarak bulunmustur (Mamo and Gessesse, 1999). Rhizopus sp. A-11 tarafindan sivi
kiiltiirde iiretilen GA’nin kasava, bugday ve misir nisastasina adsorbe olma oranlar1 %
99, kat1 kiiltiirde iiretilen GA’nin ise, sirasiyla % 25, 29 ve 24 olarak bulunmustur.
Rhizopus sp. F 62 i¢in kat1 kiiltiirde sirasiyla % 27, 24 ve 20, Rhizopus sp. TISTR 3211
icin % 14, 15 ve 10, Rhizopus sp. MKU 24 i¢in % 25, 26 ve 26 olarak bulunmustur. Elde
edilen degerlere gore de sivi Kkiiltiirde Rhizopus sp. A-11’in daha iyi GA iirettigi
bulunmustur (Morita et al., 1998).
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4. 16. ince Tabaka Kromatografisi (TLC)

o-Amilaz enzimleri, nisasta molekiiliinin o-1,4 Dbaglarim1  gelisigiizel
hidrolizleyerek dekstrin, maltoz ve ¢ok az miktarda glukoz meydana getirir.
Glukoamilazlar ise nisasta ve dekstrin molekiillerini indirgenmemis uclarindan
hidrolizleyerek son iirlin olarak, bu molekiillerden glukoz meydana getirir.
Glukoamilazlar ayn1 zamanda nisastadaki a-1,6 baglarin1 da parcalayabilme yetenegine
sahiptir. Ince tabaka kromatografisi, kagit kromatografisi veya yiiksek basincl sivi
kromatografisi (HPLC) gibi tekniklerle enzimatik son iiriinler tespit edilerek amilolitik
enzimlerin tanis1 yapilmaktadir. Bu amacla caliyjmamizda A.flavus HBF34 tarafindan
iretilen enzimin tanisin1 yapmak i¢in ince tabaka kromatografisi kullanilarak, nisastanin
enzimatik hidrolizi sonucunda olusan son iiriiniin sadece glukoz oldugu saptanmistir. Bu

bulgulara gore enzimlerimizin glukoamilaz oldugu sonucuna varilmistir.

Bir¢cok mikroorganizma tarafindan iiretilen amilolitik enzimlerin tanisini igin
yapilan ¢alismalarda nisastanin hidrolizi sonucu olusan son {iriin analizi, ince tabaka
kromatografisi ile yapilmistir. Bu ¢alismalar sonucunda Humicola grisea, Scytalidium
thermophilum, Lyophyllum shimeji ve Scytalidium thermophilum 15.8 GA’lart (Campos
and Felix, 1995; Cereia et al., 2000; Kusuda et al.,, 2004; Cereia et al., 20006),
Saccharomyces cerevisiae’in iki farkli enzimi (GA ve a-amilaz) (Moraes et al., 1999) ile
Tricholoma matsutake, Scytalidium thermophilum, Aspergillus tamarii ve Cryptococcus
flavus o-amilazlarinin tanisit yapilmistir (Kusuda et al., 2003; Aquino et al., 2003;

Moreira et al., 2004; Wanderley et al., 2004).

4. 17. Elektroforez ve Zimografi

A. flavus HBF34 tarafindan fermentasyon ortaminda iiretilen iki GA’nin (GA1 ve
GA2) oldugu ve bunlarda GA2’nin iki alt iinitesi oldugu fermentasyon ortaminin giinliik

zimografisi ile saptanmisti.  Saflastirilan GA’larin safligin1 ve molekiil agirliklarini
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tayin etmek icin PAGE, SDS-PAGE ve bunlarin zimografisi yapilmistir. GA’nin PAGE
zimografisi ile goriintiilenmesi yapildiginda, iki enzim band1 GA1 ve GA2 saptanmustir.
Bu enzimlerin SDS-PAGE sonuclarina gore, direkt kiiltirde 9 protein bandi,
saflagtirllmis enzim kaynaginda ise 4 protein bandi tespit edilmistir. Zimografi
sonucunda ise GA1’in tek bir liniteden olustugu, GA2’nin ise iki alt iiniteye sahip
oldugu (GA2a ve GA2b) saptanmistir. Molekiiler agirliklart GA1 igin yaklasik olarak
125 kDa, GA2 i¢in ise 134 kDa (GA2a: 70 kDa ve GA2b: 64 kDa) olarak

hesaplanmustir.

Glukoamilazlar, hem nisasta baglanma hem de katalitik baglanma bolgeleri
icerir. Bu iki boliimii birbirine O-glikozil baglariyla cubuk seklinde amino asitlerden
olusan bir baglayic1 bolgesi ile baglanir. Nisasta baglanma bolgesi ham nisasta
(¢coziinmez nisasta) lizerine aktiviteden sorumludur. Proteazlar, enzimin bu bdlgesi
tizerine etki ederek, ham nisasta iizerine olan aktivitesinde azalmaya sebep olabilirler.
Fungal glukoamilazlarin ¢ogu molekiil agiliklarinin % 10-20 oraninda karbohidrat
bileseni icermektedir. Karbohidrat icerigi enzimin {ic boyutlu yapisini etkilememektedir
fakat karbohidrat igeriginin uzaklastirllmasinin, termal stabilizasyonu ve enzim
sekresyonunu azalttig1 bildirilmistir (Coutinho and Reilly, 1997). Karbohidrat icerigi
protein konformasyonunun stabilizasyonuna, hiicreler arasi etkilesime ve protein
katlanmalarina katkida bulunmasinin yani sira enzimi proteolizisden de korumaya

yardimci olmaktadir (Jafari-Aghdam et al., 2005; Norouzian et al., 2006).

Cesitli fungus kaynaklarindan elde edilen GA’larin molekiil agirliklarinin
genellikle 25-112 kDa araliginda oldugu Tablo 42’de Ozetlenmistir. Ancak sadece
Saccharomyces cerevisiae GA’simin molekiill agirhigi 150 kDa olarak saptanmigtir
(Moraes et al., 1999). Bu sonuglara bakildiginda ¢calismamizda elde edilen GA’larin
molekiil agirliklarinin biiyiikliigii ile oldukga ilging olduklar1 goriilmektedir. Yaptigimiz
calismada enzimlerin karbohidrat icerip icermedikleri saptanmadi, ancak daha sonra

yapilacak calismalarda karbohidrat iceriginin saptanmasi diisiiniilmektedir.
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Tablo 42. Farkli fungus GA'larinin molekiiler agirliklar

Fungus

A. flavus HBF34

A. flavus

A. fumigatus

A. niger

. niger NRRL 3135
. niger

. niger

B o >

. niger

Aspergillus awamori
Scytalidium thermophilum 15.8
Scytalidium thermophilum
Scytalidium thermophilum
Thermomyces lanuginosus
Thermomyces lanuginosus
Thermomyces lanuginosus
Lyophyllum shimeji
Humicola grisea

Rhizopus sp. A-11
Chaetomium thermophilum
Thermomyces lanuginosus
Candida antarctica CBS 6678
Saccharomyces cerevisiae
A. tamarii

A. flavus

A. flavus

A. oryzae

A. niger

A. carbonarius

A. flavipes

A. niger

GA/ a-amilaz
GA1/2a/2b
GA

GA

GA

GA

GA

GAL1/2
GA1/2/3
GA

GA

GA

GA

GA

GA
GA/o-amilaz
GA

GA

GA

GA

GA/ a-amilaz
GA/ a-amilaz
GA/ a-amilaz
o-amilaz
o-amilaz
o-amilaz
o-amilaz
Amilaz
Amilaz
Amilazla/1b/2
Amilolitik

MA (kDa)
125/70/64
51.3

42

100

90

63
99/112
91/73/59
49

83

75 -60
86-68.5
66

57

75/61

25

74

72.4

64
70/55
48.5/50
150/97
37.5
52.5

75

68
60-54
31.6-32
50/14.5/ 63
125

Kaynaklar

El-Abyad et al., 1994
Silva and Peralta, 1998
Coral and Colak, 2000
Vandersall et al., 1995
Fogarty and Benson, 1983
Pazur et al., 1971

Aalbak et al., 2002
Pestana and Castillo, 1985
Cereia et al., 2006
Aquino et al., 2001

Cereia et al., 2000
Thorsen et al., 2006
Basaveswara Rao et al., 1981
Nguyen et al., 2002
Kusuda et al., 2004
Campos and Felix, 1995
Morita and Fujio, 1997
Chen et al., 2005

Odibo and Ulbrich-Hofmann, 2001

De Mot and Verachtert, 1987
Moraes et al., 1999

Moreira et al., 2004

Khoo et al., 1994
Abou-Zeid, 1997
Ramachandran et al., 2004
Mitidieri et al., 2005

Okolo et al., 2000

Frolova et al., 2002

Suresh et al., 1999
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Tablo 42. Farkli fungus GA'larinin molekiiler agirliklar: (devami)

Thermomyces lanuginosus

Thermomonospora curvata

Scytalidium thermophilum
Cryptococcus flavus
Tricholoma matsutake
Thermomonospora fusca NTU22
Streptomyces sp. No. 4
Lipomyces starkeyi

Thermoascus auranticus

o-amilaz

o-amilaz

a-amilaz
a-amilaz
a-amilaz
o-amilaz
Amilaz1/2
Amilaz1/2/3
Amilaz1,2

58
62

49
75-84.5
46-34
64-60
56/77
50/70/80
75/56

1977

Petrova et al., 2000

Glymph and Stutzenberger,

Aquino et al., 2003
Wanderley et al., 2004
Kusuda et al., 2003
Yang and Liu, 2004
Primarini and Ohta, 2000
Bignell et al., 2000

Ohno et al., 1998
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5. SONUC ve ONERILER

Adnan Menderes Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Kiiltiir koleksiyonunda havadan izole edildikten sonra

tanist yapilmis olan 17 fungusta kalitatif amilaz taramasi yapildi.

Havadan izole edilerek tanisi yapilmig 17 fungustan kalitatif amilaz taramasi
sonucunda 8 sus da amilolitik aktivite saptanmustir. En iyi aktivite gosteren
Aspergillus flavus HBF34 susu amilaz iiretimi, saflastirllmast ve karakterizasyonu
icin se¢ildi. Diger amilolitik aktivite gosteren suslar ileriki caligmalarda kullanilmak

tizere kiiltiir koleksiyonunda kaydedilmistir.

Fermentasyon ortaminda A. flavus HBF34’tin GA iiretimi yapildi. Ancak iiretim
ortaminin kosullar iizerine arastirmalar eksik kalmistir. Bu arastirmalarin daha sonra

yapilmas1 planlanmistir.

GA nisasta afinite kromatografi teknigi ile 117 kat saflastirildi. Bu saflastirma
teknigi oldukca iyi olup, bu teknigin daha da gelistirilmesine calisilacaktir. Ayrica
ileride yapilacak calismalarda iki enzimin, diger kromatografik teknikler kullanilarak

saflagtirilmasi ve karakterizasyonunun yapilmasi planlanmaktadir.

Saflagtirilan GA’nin optimum pH’s1 6.0 ve sicakligi 60 °C olarak bulundu.
GA’nin 50 °C ye kadar olan sicakliklarda ve pH 3-9 araliginda uzun siire stabil
oldugu saptandi. Enzimin genis bir sicaklik ve pH araliginda calisiyor olmasi

endiistriyel olarak oldukca 6nemli oldugu gostermektedir.
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> GA’nin farklh substratlar icin Km ve Vmax degerlerine bakildiginda en iyi
afiniteyl patates nisastas1 icin gOsterdigi bulundu. Ayrica bircok substrati
hidrolizleme yeteneginin olmasi endiistriyel uygulamalar icin uygun oldugunu

gostermektedir.

> GA, Mn**, Ca**, Co** ve Ba®* tarafindan aktive edildigi, Fe**, Al**, Zn**, Cu®*
ve ozellikle Hg®* tarafindan inhibe edildigi ve diger iyonlarn ise aktiviteyi

etkilemedigi bulundu. Buda endiistriyel acidan olduk¢a 6nemli bir 6zelliktir.

> GA’nin NaCl’e karst toleransimin yiiksek olarak bulunmasi zor kosullarda

gerceklesen endiistriyel islemler icin 6nemli bir 6zelliktir.

> DTT, CMC ve DTNB GA aktivitesini yiikseltirken, PMSF ve -
merkaptoetanol, GA’y1 ¢cok az inhibe etti. NBS ise enzim aktivitesini tamamen
inhibe etti. Bu sonu¢ GA’in aktif merkezinde katalizden sorumlu amino asidin
triptofan oldugunu gostermistir. Ure GA aktivitesini cok fazla etkilemezken, SDS
inhibisyona neden olmustur

> GA’nin musir nisastasina adsorbsiyon orani yiikksek bulundu. Pirin¢ ve bugday
nisastasina adsorbe olma oranmi diisiik bulunmustur. Bu sonu¢ enzimin dogal

davranisi olabilir.

> Ince tabaka kromatografisi ile amilazin glukoamilaz oldugu saptandi. Bu durum
beklenen bir sonugtu. Ciinkii funguslarin c¢ogunun glukoamilaz iirettigi

bilinmektedir.
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Saflastirilan enzimin PAGE zimografi yapildiginda iki GA iirettigi belirlendi.
Bu durumda beklenen bir sonuctu, ciinkii funguslarin nisastanin hidrolizinden
sorumlu birden fazla enzim iirettigi bilinmektedir. SDS-PAGE zimografisi ile bir
tanesinin 2 alt {initeye sahip oldugu ve enzimlerin molekiiler agirliklart GA1 icin
yaklagik olarak 125 kDa, GA2 i¢in ise 134 kDa (GA2a: 70 kDa ve GA2b: 64 kDa)
olarak hesaplandi.

Sonu¢ olarak Aspergillus flavus HBF34 tarafindan elde edilen GA’larin
karakterizasyon Ozelliklerine bakilarak enzimlerin ekstrem sartlarda gerceklesen

endiistriyel islemler icin kullanim potansiyellerinin oldugunu diisiinmekteyiz.
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OZET

Havadan izole edilerek tanisi yapilmis 17 fungusdan kalitatif amilaz taramas1 sonucunda
Aspergillus flavus HBF34 susu amilaz iiretimi, saflastirilmasi ve karakterizasyonu i¢in
secildi. Fermentasyon ortaminda A. flavus HBF34’iin GA iiretimi yapildi. GA nisasta
afinite kromatografi teknigi ile 117 kat saflastirildi. Saflastirilan GA’nin optimum pH’s1
6.0 ve sicakligi 60 °C olarak bulundu. GA’nin 50 °C ye kadar olan sicakliklarda ve pH 3-
9 araliginda uzun siire stabil oldugu saptandi. GA’nin farkli substratlar i¢cin Km ve
Vmax degerlerine bakildiginda en iyi afiniteyi patates nisastasi i¢in gosterdigi bulundu.
GA Mn**, Ca**, Co®" ve Ba® tarafindan aktive edilirken, Fe**, AI**, Zn**, Cu** ve
ozellikle Hg** tarafindan inhibe edildigi ve diger iyonlarin ise aktiviteyi etkilemedigi
bulundu. GA’nin NaCl’e karsi toleransinin yiiksek oldugu bulundu. DTT, CMC ve
DTNB GA aktivitesini yiikseltirken, PMSF ve B-merkaptoetanol, GA’y1 ¢ok az inhibe
etti. NBS ise enzim aktivitesini tamamen inhibe etti. Bu sonu¢ GA’1n aktif merkezinde
katalizden sorumlu amino asidin triptofan oldugunu gostermistir. Ure GA aktivitesini
cok fazla etkilemezken, SDS inhibisyona neden olmustur. GA’nin ham nisasta
adsorbsiyonu yiiksek bulundu. Ince tabaka kromatografisi ile amilazin glukoamilaz
oldugu saptandi. Saflastirilan enzimin PAGE zimografi yapildiginda iki GA belirlendi.
SDS-PAGE zimografisi ile bir tanesinin 2 alt {initeye sahip oldugu bulundu. Enzimlerin
molekiiler agirliklart GA1 icin yaklasik olarak 125 kDa, GA2 i¢in ise 134 kDa (GA2a:
70 kDa ve GA2b: 64 kDa) olarak hesaplandi.

Anahtar kelimeler: Aspergillus flavus, amilaz, saflastirma, karakterizasyon.



124 -

Production, partial purification and Kkinetics properties of

glucoamylase from Aspergillus flavus HBF34

SUMMARY

As a result of quantitative amylase survey of seventeen fungi, isolated and
identified from air, Aspergillus flavus HBF34 strain were selected for amylase
production, purification and characterization. Production of GA from A. flavus HBF34
was accomplished in the fermentation medium. GA was purified by 117 folds by starch
affinity chromatography. Optimal pH and temperature of the purified GA were 6.0 and
60 °C, respectively. GA was found to be stable at the temperature up to 50 °C and a pH
range between 3 and 9. When Km and Vmax values were taken into consideration for
different substrates, the best affinity was shown for the potatoes starch. While GA was
activated by Mn”*, Ca**, Co®* and Ba®, it is inhibited by, Fe’*, AI**, Zn**, Cu®,
especially Hg2+, and have found that the other ions have had no affect on its activity. The
tolerance of the GA against NaCl was found to be high. While DTT, CMC and DTNB
activated the GA, PMSF and B-mercaptoethanol caused a slight inhibition. NBS
inhibited the enzyme activity completely. These results show that the tryptophan is the
amino acid responsible to catalyze. While urea inhibited the enzyme slightly, SDS
caused an inhibition. Raw starch adsorption of GA have found higher. It has been
determined by thin layer chromatography that amylase is in fact a glucoamylase. When
PAGE zymography of the purified enzyme was carried out, two types of GA were
identified. It has been found that one of these enzyme have had two subunits. The
molecular weight of GA1 enzyme and GA2 were estimated as125 kDa and 134 kDa
(GA2a: 70 kDa ve GA2b: 64 kDa), respectively.

Key words: Aspergillus flavus, amylase, purification, characterization.
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OZGECMIS

22.01.1979 Pertek-TUNCELI’de dogdu. Ilkokul ve orta dgrenimi 1986-1993
yillar1 arasinda Geyiksuyu Yatili Tlkogretim Bolge Okulunda okudu ve bu okullardan
birincilikle mezun oldu. 1993-1996 yillar1 arasinda Lise 6grenimimi Hozat Kazim
Karabekir Lisesinde okudu ve liseyi birincilikle bitirdi. 1998 yilinda Adnan Menderes
Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimiinde iiniversite 6grenimime basladi.
2002 yilinda Biyoloji Bolimiinden dordiincii olarak mezun oldu. 2003-2004 6gretim
yilinda ayni tiniversitede Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dalinda Yiiksek
Lisans Ogrencisi olarak dgrenimime bagladi. 2003-2004 6gretim yilinda Fen Bilimleri
Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dalinda tahsisli kadroda arastirma gorevlisi olarak ise
basladi. Evli olup, halen Fen Bilimleri Enstitiisiine bagli olarak 6grenimine devam

etmektedir.



