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OZET

Aspergillus sp. TARAFINDAN URETILEN AMILAZ ENZiMINIiN
SAFLASTIRILMASI VE KARAKTERIZASYONU

Ahsen UCAR

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dal1
Tez Danismani: Yrd. Dog. Dr. Kubilay METIN
2011, 111 sayfa

Aspergillus fumigatus HBF50 susu tarafindan iretilen o-amilaz ultrafiltrasyon,
DEAE sepharoz CL-6B, fenil sepharoz CL-4B, ultrafiltrasyon ve jel filtrasyon
kromatografi teknikleri kullamilarak 3.0 kat saflastirildi. Saflastirilan enzimin
molekiil agirligt SDS-PAGE ile 55 kDa olarak bulundu. a-Amilazin optimum
pH's1 5.0 ve optimum sicakligi 55°C olarak saptandi. Enzimin 25 ve 40°C’lerde ve
pH 4.0 ile 8.0 araliginda stabil oldugu belirlendi. a-Amilazin ¢oziiniir patates
nisastast icin V. 9091 U/mL, K, ise 1.55 mg/mL olarak hesaplandi. a-Amilazin
genis bir substrat spesifitesine sahip oldugu saptandi. Mn** ve Co®" iyonlar1 o-

l3+ ve Hg2+

amilaz aktivitesini kuvvetli bir sekilde aktive ederken, Cu*, Fe**, A
iyonlar1 enzimi inhibe etti. NBS, PMSF, IAA ve CMC enzimi inhibe ettigi, bu
yiizden triptofan, serin ve histidin kalintilar1 ve karboksil gruplarmin enzimin
katalitik siirecinde 6nemli rol oynadig ileri siiriilebilir. Amilaz aktivitesinin 5 M
tuz konsantrasyonlarina kadar toleransli oldugu saptandi. Enzimin ham musir
nisastasina adsorbsiyonu % 48 olarak bulundu. Enzimatik hidroliz iiriinlerinin ince

tabaka kromatografisi sonucunda glikoz, maltoz ve maltotrioz saptandi ve bu

sonuglar enzimin a-amilaz oldugunu gosterdi.

Anahtar  Sozciikler:  Aspergillus  fumigatus, amilaz, saflastirma,

karakterizasyon



X
ABSTRACT

PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF AMYLASE ENZYME
PRODUCED BY Aspergillus sp.

Ahsen UCAR

MSc Thesis, Department of Biology Sciences
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Kubilay METIN
2011, 111 pages

The extracellular amylase produced by Aspergillus fumigatus HBF50 was purified
3.0 folds using ultrafiltration, DEAE sepharose CL-6B, phenyl sepharose CL-4B
and gel filtration chromatography. The molecular weight of amylase was estimated
to be about 55 kDa by SDS-PAGE. The temperature and pH for optimum activity
of the enzyme were 55°C and 5.0, respectively. It was completely thermostable
between 27°C and 40°C. It was found to be stable pH range between 4.0 and 8.0.
Km and Vmax values for soluble starch of the enzyme were calculated to be 1.55
mg/ml and 9091 U/mL, respectively. The amylase exhibited broad substrate
specificity. The enzyme was stimulated by Mn** and Co** and strongly inhibited
by Cu*, Fe**, AI’* ve Hg*".The enzyme activity was inhibited in the presence of
NBS, PMSF, TAA and CMC, suggesting that tryptophan, serine, histidine residues
and carboxyl groups play an important role in the catalytic process. The activity of
amylase was found to be tolerant up to SM NaCl concentration. Raw corn starch
adsorption of amylase was found to be 48%. Thin layer chromatography of the
starch hydrolysis products showed glucose, maltose and maltotriose as the main

end products, indicating that the purified enzyme was a-amylase.

Key words: Aspergillus fumigatus, amylase, purification, characterization.
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1. GIRIS
1.1. Enzimlerin Endiistriyel Uygulamadaki Onemi

Enzimler, biyolojik sistemlerdeki reaksiyonlarin canlilifa zarar vermeyecek 1limli
kosullarda gerceklesmesini saglayan biyokatalizorlerdir. Enzimler, hiicre
icerisinde meydana gelen binlerce tepkimenin hizin1 ve ozgiilligiini kendisi
degisiklige ugramadan diizenleyebilir. Enzimler, molekiilleri parcalar, birlestirir
veya belirli gruplar1 bir molekiilden digerine tasirlar. Katalitik fonksiyonlari

bakimindan enzimler 6 gruba ayrilirlar.

Cizelge 1.1. Enzimlerin siniflandirilmast

GRUP ADI KATALITIK FONKSIYONLARI
1. Oksido rediiktazlar Oksidasyon-rediiksiyon

2. Transferazlar Grup transferi

3. Hidrolazlar Hidroliz

4. Liyazlar Grup ayirma

5. Izomerazlar Izomerlestirme

6. Ligazlar Molekiillerin birlestirilmesi

Hiicrelerde cok o©Onemli metabolik gorevlere sahip olan enzimler, degisik
amaclarda kullamilmak icin giinliik hayata girmislerdir. Endiistrinin hemen her
alaninda kullanilan enzimler genellikle mikroorganizmalardan elde edilmektedir.
Bunun nedeni mikroorganizma kaynakli enzimlerin bitkisel ve hayvansal kaynakli
enzimlere gore katalitik aktivitelerinin ¢ok yiiksek olmasi, daha stabil ve ucuz
olmalar1 ve fazla miktarda elde edilebilmeleridir (Kiran, O.E. vd., 2006).
Mikroorganizmalar enzim {iretme yeteneklerinin yani sira, toksik ve patojen
olmamasina gore de se¢ilir. Mikroorganizmalar bizim i¢in bircok nedenden

onemlidir, fakat en 6nemlisi iiretilme degeridir.



Bitki, hayvan veya kimyacilar tarafindan sentez edilebilen maddelerin iiretimi

yerine, mikroorganizmalarin kullaniminin asil nedenleri sunlardir:

Yiizey alanin hacimlerine gore daha genis olmasi, metabolizma ve biyosentezin

desteklenmesi i¢in gerekli besinlerin hizli girisini kolaylastirmaktadir.

Mikroorganizmalar ¢ok cesitli reaksiyonlar1 yapabilme yetenegindedirler.

Farkli ¢cevrelere adapte olma yetenekleri sayesinde, mikroorganizmalarin dogadan

laboratuvar erlenine veya fabrika fermentoriine nakledilmesi kolaydir.

Ucuz karbon ve azot kaynaklarinda gelisebilme yetenekleri sayesinde oldukca

degerli bilesiklerin iiretimi yapilabilmektedir.

Tarama islemlerinin ¢ok basit olmasi binlerce mikroorganizmanin oldukca kisa

zamanda incelenmesine izin vermektedir.

Genis bir cesitlilige sahip olmalari nedeniyle, farkli tiirlerin ayni1 reaksiyonu
katalizleyen oldukca farkli enzimleri iiretmesi, reaktordeki igletim sartlarina gore

bir esneklik saglar.

Genetik manipulasyonlarin kolayligi sayesinde hem in vivo hem de in vitro olarak
binlerce kata kadar lretimi artirmak, yapilar1 ve aktiviteleri degistirmek ve

tiimilyle yeni iiriinleri yapmak gibi kullanim nedenleri vardir (Barredo, 2005).

1970’lerin baslarina kadar enzimlerin en iyi kaynaklari olarak bitki ve hayvan
materyalleri dikkate alinmistir. Fakat bugiinlerde mikrobiyal enzimlerin teknik ve
ekonomik avantajlar1 bakimindan 6nemi giderek artmaktadir (Cherry vd., 2004).
Bugiine kadar 2000°den fazla enzim tamimlanmis olup bunlar arasindan yaklasik
100 tanesi ticari kullanima uygun bulunmasina ragmen giiniimiizde sadece 18

tanesi endiistriyel amagla kullanilmaktadir.

a-Amilaz enzimi endiistriyel boyutlarda ilk kez 1939 yilinda Bacillus subtilis

kullanilarak Japonya’da iiretilmistir.



Endiistriyel uygulamalarda genellikle termostabiliteye sahip immobilize enzimler
kullamilmaktadir. Termostabil mikroorganizmalardan elde edilen termofilik
amilazlar da bu alanda oldukca onemli bir yere sahiptir (Kurakake vd., 1997,
Tanriseven vd., 2002). Termostabil amilazlar (genellikle o-amilaz), ekstrem
termofiller ve termofillerin enzimlerinin endiistriyel olarak c¢ok yiiksek
potansiyelinin olmas1 nedeniyle oldukga fazla arastirilmaktadir (Sunna vd., 1997).
Mezofilik ve termofilik gruplar arasinda olan ve daha yaygin olan fakiiltatif
termofiller ise, daha az arastirilmugstir. Fakiiltatif termofiller genellikle mezofilik
sicaklik araliginda (optimum 45°C) biiyiiyebilirler. Mezofilik ve termofilik
sicaklik araligim1 da kapsayan, yiiksek sicakliklarda da biiyiime yetenekleri vardir.
Bununla birlikte bu organizmalarin enzim {retimi hakkinda c¢ok sey
bilinmemektedir. iki grubun (mezofilik ve termofilik) yapisal ozelliklerinin
karsilastirmali analiziyle termostabil amilazlarin yiiksek sicakliga tolerans
yeteneklerinin molekiiler diizeyi hakkinda bircok bilgi elde edilmistir (Nielsen ve
Borchert, 2000).

1.2. Amilazlar

Amilazlar endoamilazlar, ekzoamilazlar, dallanma kirici enzimler ve transferazlar

olarak olarak dort grupta incelenirler.

1.2.1. Endoamilazlar: Nisasta icindeki o-1,4 baglarim hidrolize ederler ve
hidroliz sonucunda a-anomerik {iiriinler olustururlar. o-amilaz bir endoamilaz

olarak bilinir (Pandey vd., 2000).

1.2.2. Ekzoamilazlar: Nisasta molekiiliindeki ao-1,4 veya o-1,6 baglarim
rediikleyici olmayan ugtan baglayarak hidrolize ederler ve hidroliz sonucunda a-

veya B-anomerik iiriinler olustururlar.
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1.2.3. Dallanma Kirici Enzimler: Nisasta doniistiiren enzimlerin 3. grubu, sadece
a-1,6 baglarini hidrolize ederek uzun dogrusal iirlinler olusturan dallanma kirici

enzimlerdir.

1.2.4. Transferazlar: Donor molekiiliin a-1,4 glikozidik baglarim ayirarak, alici
molekiilde yeni bir glikozidik bag olusturmak i¢in transfer ederler (Van der Maarel
vd., 2002).

oo
o0 I S P OO
o hidraliz froamilaz/amilepullulanas
:'
OO0
L —~ glulmn dalla ndmrra
/ ) e, 1-6 ransferas enmm
o
R ——— o1 -4 hidroliz 3
awlulsosidaz m “______'__‘—"'-—-h
\'
% @14 ransferns
Y sildodelestrin
oo \’ gltoztransferaz
. oo oD OOOOOO0
P-arnilaz/ maltejenitc o

amilaz m ammiilernalas

a-oruilas

Sekil 1.1. Amilolitik enzimlerin siniflandirilmasi (Van der Maarel vd., 2002)

Amilazlarin iki biiylik siifin1 olusturan glukoamilaz ve a-amilazlar bircok
mikroorganizmada tammlanmis ve elde edilmistir. Genellikle bitkisel orijinli olan

B-amilaz ise, birka¢ mikrobiyal kaynaktan da elde edilmistir.

p-Amilazlar

B-Amilaz (0-1,4-glukan maltohidrolaz, E.C.3.2.1.2) genellikle bitki orijinli olup,

birkac mikrobiyal strain tarafindan da iiretilir.



Amiloz, amilopektin ve glikojen molekiillerini rediikte olmayan ucundan
baslayarak hidrolizleyen ekzoamilazdir. Glikozidik baglarin hidrolizi sonucunda
maltoz (B anomerik formu) olusur. B-Amilaz amilopektin i¢indeki a-1,6-glikozidik
baglarma tamamen etki edemez, hidroliz sonucunda % 50-60 maltoz ve B-limit
dekstrin olusur. B-Amilazi Clostridium sp. (anaerobik), Pseudomonas sp. (aerobik)
ve Bacillus sp. gibi bakteriyal strainlerin, Streptomyces sp. gibi aktinomiset
strainlerin ve Rhizopus sp. gibi fungal strainlerin sentez ettigi gosterilmistir (Ha

vd., 2001; Gupta vd., 2003).

a-Amilazlar

o-Amilazlar (endo-1,4-0-D-glukan glukohidrolaz, E.C.3.2.1.1), iriinlerde o-
anomerik yapmnin korunmasi ile polisakkaritlerde a-1,4 glikozidik baglarin
hidrolizini katalizleyen nisasta parcalayici enzimlerdir. o-Amilazlarin ¢ogu,
yapisal biitiinliik, kararlilik ve aktiviteleri i¢in gerekli kalsiyum iyonlari olan

metalloenzimlerdir.

a-Amilazlar, eczacilikla ilgili endiistri icin siklodekstrinlerin iiretiminden seker
suruplarinda nisastanin degisimine kadar genis bir uygulama cesitliligine sahip
olan Onemli endiistriyel enzimlerdir. Bu enzimler diinyanin enzim iiretiminin
yaklasik % 30’unu kapsar. a-amilaz ailesi, yaklasik 30 farkli enzim spesifitesini
kapsayan izomerazlar, transferazlar ve glikosid hidrolazlarin en genis ailesidir
(Sivaramakrishnan vd., 2006). a-Amilazlar, uzun amiloz zinciri i¢indeki glikoz
tiniteleri arasindaki 1,4-a-D-glikozidik baglarin1  hidrolizleyen ekstraseliilar
enzimlerdir (Aquino vd., 2003; Moreira vd., 2004). 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
ozellikle bakteriyel kaynaklardan elde edilen enzimlerin, endiistriyel sektorlerde

kullanimi daha yaygindir.



Bakteriyel amilazlar, sagladig1 birka¢ karakteristik avantajdan dolay1 tercih edilir.
Baslica B. licheniformis ve B. amyloliquefaciens olmak iizere Bacillus sp. ve

Aspergillus sp. tiirleri ticari uygulamalar icin kullanilir (Gupta vd., 2003).

a-Amilazlar genellikle modifiye nisasta ve ¢Oziiniir nisasta kullanilarak analiz
edilirler. o-Amilaz, nisasta icindeki a-1,4-glikozidik baglarin hidrolizini
katalizleyerek glikoz, dekstrin ve limit dekstrinleri iiretir. o-amilaz aktivitesi ¢esitli
metotlarla tayin edilebilir. Bu metotlar; nisasta siispansiyonundaki viskozitenin
azalmasi, substrat renk karistminin azalmasi, rediikte sekerlerin artmasi, nisasta-

iyot renk yogunlugunun azalmasina dayanir (Bernfeld, 1955; Gupta vd., 2003).

Bircok mikroorganizmanin a-amilazinin enzimatik ve fizikokimyasal ozellikleri
kapsamli olarak tanimlanmis ve arastirilmistir. o-amilazin substrat spesifitesi
mikroorganizmadan mikroorganizmaya cesitlilik gosterir. Genellikle a-amilazlarin
spesifitesi sirasiyla; maltotrioz, glikojen, siklodekstrin, amilopektin, amiloz ve

nisastaya dogru artis gostermektedir.

a-Amilazlarin optimum pH’s1 2.0 ile 12.0 arasinda degisebilir (Odibo ve Ulbrich-
Hofmann, 2001; Kusuda vd., 2003; Moreira vd., 2004; Wanderley vd., 2004).
Bakteri ve fungus amilazlarmin optimum pH’lar1 asidik ve alkali aralikta degisir.
a-Amilazlar genellikle pH 4.0 ile 11.0 arasinda stabildir. Bununla birlikte

stabilitesinin sinirli oldugu alanlarda bulunmaktadir.

a-Amilaz aktivitesi icin optimum sicaklik mikroorganizmalarin biiylimesine
baghdir (De Mot ve Verachtert, 1987; Khoo vd., 1994; Aquino vd., 2003; Kusuda
vd., 2003; Moreira vd., 2004).

Optimum sicaklig1 ¢ok diisiik olan F. oxysporum amilazi i¢in 25-30°C gerekirken,
optimum sicakligi ¢ok yiiksek olan Pyrococcus wosei, Pyrococcus furiosus,
Archea o-amilazi icin genellikle 100-130°C gerekir. o-Amilazlarin molekiiler

agirliklar: 10 ile 210 kDa arasindadir (Gupta vd., 2003).



Glukoamilazlar

Glukoamilaz (amiloglukozidazlar, AG, GA, 1,4-a-D-glukan glukohidrolaz,
glukojenik enzim, nisasta glukojenaz, y-amilaz, maltaz, E.C.3.2.1.3 ) nisasta
zincirinin ucundaki indirgen olmayan kisimdan, ardisik olarak glukoz birimlerini
uzaklastiran bir ekzoenzimdir. Glukoamilazlarin iiriin olarak sadece glukoz
olusturmasi bu enzimleri a ve B amilazlardan ayirmaktadir. Glukoamilaz, sirasiyla
hidrolize a-1,4; a-1,6 ve nadiren a-1,3 baglar ile glikojen, amiloz ve amilopektin
iceren glukozun en son rediikte olmayan ucundan pB-D-glukozun iiretimini

katalizleyen hiicre dis1 etkili bir enzimdir (Kog¢ ve Metin, 2010).

Glukoamilaz 6nemli bir endiistriyel enzimdir. Glukoamilaz endiistriyel enzimler
arasinda diinya capindaki satis ve pazarlamada proteazlarin ardindan 2. siradadir
(Bhatti vd., 2007). Bu enzim, diisiik kalorili biramin mayalanmasinda, ekmek
endiistrisinde, dekstroz iiretiminde kullanilir (James ve Lee, 1997). Glukoamilazin
ticari uygulamalarinin ilki, nisastadan glukoz suruplarinin iiretimidir (Bhatti vd.,
2007). Bu uygulamalar termostabilite ve yiiksek aktiviteye sahip enzimleri
gerektirir. Termostabil enzimlerin kullamilmasinin; yiiksek sicakligin kullanilmasi
durumunda kontaminasyon riskini azaltmak ve reaksiyon hizini arttirmak gibi

bir¢ok avantajlari1 vardir (Kog¢ ve Metin, 2010).

Cesitli fungal kaynaklardan elde edilen glukoamilazin molekiil kiitlesi, Aspergillus
niger tarafindan tiretilen 125 kDa glukoamilazin haricinde genellikle 48-90 kDa
arasindadir (Suresh vd., 1999).

Fungal glukoamilazlar, birden fazla izoformda bulunur. GAI ile gosterilen en
biiyilk form, 2 domain [katalitik (CD) ve nisasta baglayic1 bolge(SBD)] ve bir
baglanma bolgesinden olusur. Aspergillus niger gibi bazi funguslar GAII olarak

belirtilen en kiiciik izoformu salgilar.

GAII’'nin GAI’den farki; GAIl SBD’den yoksundur ve dolayisiyla ham nisastay1

parcalama yeteneginde degildir.



Iki amaca ulasmak icin cesitli protein modifikasyonlar1 ve mutajenler ile
glukoamilazin performansim gelistirici birka¢ deneme vardir. Birinci amag; daha
fazla saf iiretim ortaya koyan glukoamilazlarin kesfedilmesidir. Ikinci amag; en

yiiksek termostabilite ile glukoamilazlar elde etmektir (Jensen vd., 2006).

Fungal glukoamilazlar, genellikle asidik pH degerlerinde etkilidirler. Fakat bazi
formlar farkli optimum pH’ya sahiptir. Ornegin; bir nematofagus fungus
tarafindan iiretilen 3 glukoamilazdan biri olan Arthrobotrys amerospora pH 6’da

etkilidir ve diger ikisi pH 5.6’da etkilidir (Norouzian vd., 2000).

Cogu glukoamilazlar, genellikle 50-60°C’deki termofilik sicakliklarda etkilidir.
Aspergillus niger NRRL 330 ve Aspergillus auramori var. kawachi’den elde edilen
enzimler, sirasiyla 50 ve 60°C’de en iyi aktiviteye sahiptir. Halbuki Arthrobotrys

amerospora’nin glukoamilazlar1 55°C’de en iyi aktiviteye sahiptir (Norouzian vd.,

2000).

1.3. Nisasta

Dogada bol miktarda yayilis gosteren polisakkaritlerden biri bitkiler tarafindan
tiretilen nisastadir. Giines enerjisinin kimyasal enerjiye doniismesi esnasindaki
siirecte bitkiler, fotosentezin bir sonucu olarak nisasta sentezlerler. Nisasta, gece
boyunca solunum icin bir depo maddesi olarak tohum ve koklerde bulunan
amiloplastlarda sentezlenir. Bundan sonraki organellerde, nisastanin biiyiikk bir
cogunlugu suda ¢oziinmeyen graniiller olarak birikir. Bu graniillerin ¢ap1 ve bi¢cimi

bitkinin orijinine gore degisir (Van der Maarel vd., 2002).

Nisasta yiiksek molekiill agirhgina sahip iki polimer olan amiloz ve

amilopektin’den olusur (Ko¢ ve Metin, 2010).

Amiloz, a-1,4 glikozidik bag ile bagl glikoz kalintilarimi igeren dogrusal bir
polimerdir (James ve Lee, 1997; Norouzian vd., 2006). Glukoz kalintilarinin

sayisl, orijini ile degisen polimerizasyonun derecesi ile gosterilir.



Patates ya da tapyoka nisastasindan elde edilen amiloz, 1000 ile 6000 arasinda bir
polimerizasyon derecesine sahipken, misir ya da bugday nisastasindan elde edilen
amiloz, 200 ile 1200 arasinda degisen bir polimerizasyon derecesine sahiptir.
Nisastalarda bulunan amiloz ortalamas:1 % O ile 75 arasinda degisebilir. Fakat tipik

deger % 20 ile 25 arasindadir (Van der Maarel vd., 2002).

Amilopektin molekiiliinde glukoz birimleri lineer bir sekilde a-1,4 baglar ile
birbirlerine baglidirlar. Her 24-30 glukoz biriminde bir a-1,6 bag: ile bir dal
baslar. I¢ zincirler 20-24 glukoz altbiriminden olusur. Amilopektin molekiiliiniin
tamamu, yaklasik ortalama 2.000.000 glukoz {iinitesi icerir. Dolayisiyla dogada en
fazla bulunan molekiillerden birisidir. Cogunlukla amilopektinin yapisinin kabul

edilen modeli, kiime modelidir (Buleon vd.,1998).

Nisasta graniilleri kristal ve kristal olmayan bdlgelerin icerisine yerlesmistir.
Amiloz, kristal olmayan bolgelerde bulunurken, yumru ve kok nisastalarindaki

kristal bolgeler sadece amilopektini icerir (Van der Maarel vd., 2002).

1.4. a-Amilazlarin Kullanim Alanlan

a-Amilazlarin uygulama alani oldukc¢a genislemis ve cesitlenmistir. Bu enzimler,
nisastanin  sivilastirlmasinda, ekmekcilikte, tekstil, kagit, meyve suyu

endiistrisinde, alkol fermentasyonunda kullanilmaktadir.

1.4.1. Alkol ve Bira Uretiminde

Bira teknolojisinde iiretim siirecini kisaltmak, yatinm ve is¢ilik giderlerini en az
diizeye indirmek; bu dalda enzim kullaniminin esas amacini olugturur. Bu amacla

en cok a-amilaz ve proteazlardan yararlanilmaktadir.

Ornegin; nisastali hammaddelerden ucuz etanol iiretimi icin isleme asamalarinda

kullanilan bazi alet ve ekipmanlar enzim uygulamas: ile azaltilarak daha ucuz ve
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cabuk etanol iretilmektedir. Bu amacla, a-amilazlar en fazla kullamilan

enzimlerdir (Dénmez, S., 1986).

1.4.2. Nisasta Sivilastirilmasinda

o-Amilaz enzimi nisasta isleme endiistrisinde nisasta sivilagtirma ajani olarak
kullanilmigtir. 1959 yilinda ise o-amilaz ve amiloglukozidaz kullanilarak
nisastadan toz ve kristal dekstrozun endiistriyel iiretimine baslanmistir (Sarikaya,

1988).

1.4.3. Ekmek Sanayiinde

Enzimlerin ekmek sanayinde genis bir uygulama alam vardir. a-Amilazlar ekmek
kalitesini arttirdig1 gibi bayatlamay1 da geciktirmektedir. Ekmek yapiminda gerek
fermentasyon gerekse pisirme sirasinda ekmegin kabarmasini, hacim kazanmasini
saglayan CO, gazidir. Maya fermentasyonunun gerceklestirilmesi her seyden once
ortamda yeterli miktarda fermente olabilir sekerin varligina baghdir. Ancak
unlarda maya faaliyeti icin gerekli fermente olabilir seker miktar1 ¢ok diisiik (%
0.1-0.5), nisasta miktar1 ise ¢ok yiiksektir. Amilaz enzimleri unda mevcut olan
nisastay1 (% 4-10) ve jelatinize olmus nisastayr parcalayarak fermente olabilir
sekerleri olugturmaktadirlar. Ancak a-amilaz saglam bugdaydan ¢ekilen unda cok

az miktarda bulunmaktadir.

Yine unda bulunabilecek a-amilaz miktar1 un verimine bagli olarak degismektedir.
Ulkemizde bugday ozellikle Orta, Giineydogu ve Dogu Anadolu bolgelerinde
kurak sartlarda yetistirilmektedir. Bugdaylarin olgunlagsma devresinin sicak ve
kurak gecmesi ve bu sartlarda hasat edilmesi, protein miktar1 ve kalitesini
arttirirken o-amilaz aktivitesinin diismesine neden olmaktadir. Dolayisiyla hasat
mevsiminde yagmur altinda kalmamis siloloma sartlarinda cimlenmeye yiiz
tutmamis bugday ornekleri, normal dgiitme islemiyle diisiikk ve yetersiz a-amilaz
aktivitesi gostermektedir. Bu durum ekmeklik unlarda onemli bir problem teskil

etmektedir (Elgiin ve Ertugay, 1995).
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1.4.4. Tekstil Sanayiinde

Dokuma sirasinda ipliklerin saglam ve diizgiin olmas1 ve kopmamasi i¢in iplikler
nisasta iceren bir ¢ozelti ile muamele edilmektedirler. Bu isleme ‘“hasillama” adi
verilir. Kumas dokunduktan sonra, kumastaki fazla nisastanin uzaklastirilmasi
gerekir. Bu islemede “hasil alma” adi verilmektedir. Hasil alma ajani olarakta

yaygin olarak a-amilaz enzimi kullanilmaktadir.
1.4.5. Kagit Sanayiinde

Kagit endiistrisinde kagit kaplamasi icin gerekli olan diisiik viskozite ve yiiksek
molekiil kiitleli nisastanin iiretimi i¢in a-amilazlar kullanilir. Dogal nisastanin
viskozitesi kdgid1 kaplamak icin cok yiiksektir. Bu sorun a-amilazlar kullanilarak
¢oziilir. K&gidin kaplanmasi, islem boyunca meydana gelebilecek mekanik

zararlar1 dnlemek amaciyla yapilir (Gupta vd., 2003).
1.4.6. Meyve Suyu Endiistrisinde

Meyve suyu endiistrisinde de uygulama alani bulan enzim, 6zellikle elma ve armut
sularmmin berraklastirilmasinda kullanilmaktadir. Meyveler tam olgunlasmadan
toplandiginda meyvede hala nisasta bulundugu i¢cin meyve suyunda bulaniklik
meydana gelmektedir. Bu sorun, ortama a-amilaz ilave edilerek giderilmektedir

(Eksi, 1998, Sarikaya, 1988).

1.5. Aspergillus

Aspergillus’lar yeryliziinde her yerde yaygin olarak bulunan hifli mantarlardir.
Toprakta ciiriiyen bitki materyalleri dogal yasam ortamini olusturur. Bu mantarlar
tirettikleri enzimler sayesinde tiim organik maddeleri ayristirarak kullanir ve
saprofit olarak yasarlar. Uygun kosullarda bitki, hayvan ve insanlarda patojen hale

gegebilirler. Ureme hizlari yiiksektir.
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Aspergillus tiirleri zincirler halinde c¢ok miktarda konidi iiretirler ve bunlar
olgunlastiklarinda ortama dagilirlar. Konidyumlar genelde 2-5 p c¢apindadirlar ve
hava ile taginirlar. Konidyumlar bir hiicreli, duvarlar1 diiz veya piiriizlii, dikenli;

seffaf veya pigmentli olabilirler.

Baz1 Aspergillus tirleri 37°C’de gelisme yeteneginden yoksundur. Bu ozellik
patojen olan tiirleri olmayanlardan ayirt etmekte yararlidir. Mantarin gelisme hizi
hastalik gelistirme ve patojenite ile iliskilidir. En hizli gelisen tiir A. fumigatus
olup, 37°C’de ¢cimlenme hiz1 besiyerine bagl olarak 5-12 saattir (Kantarcioglu ve
Yiicel, 2003).

Calismamizda kullanilan Aspergillus fumigatus’un genel Ozellikleri sunlardir:
Czapek agar besiyerinde koloniler hizli gelismekte ve yayilmakta, koloni yiizeyi
kesin velvet ile derin kecemsi ve flukkoz arasinda degismekte, once beyaz, konidi
baslarmin gelismesi ile yesil olmakta, bazen kunduz grisi rengi olmakta, bazi
wklarda koloni alt1 ve substratum renksiz, digerlerinde ise sari, yesil hatta koyu
kirmuzi-kahverengi tonlarinda, konidi bagslar1 kolumnar, kompakt, genellikle yogun
sekilde bir arada, oOlciileri degigsmekte, 20 mm kadar olabilmekte ancak genelde
cok daha kisa, bazen ¢ok kiiciik, konidiyoforlar kisa, diiz, 1.5-2.4 mm 6l¢iilerinde,
genellikle az veya cok yesil renkli, 6zellikle iist kisim belirgin sekilde renkli,
dogrudan batik hiflerden gelistigi gibi havai hiflerden de gelismekte, uca dogru
yavas yavas genislemekte ve ucta sise seklinde bir vezikiil haline gelmekte,
vesikiiller 20-30 um capinda, genellikle konidiyoforla aymi renkte, sadece tist
kisminda fertil, sterigma tek seri ve renkli, 12-18 um olciilerinde, eksenleri kabaca
konidiyofor eksenine paralel, konidiler kitle halinde yesil, ekinutal, globoz-
subgloboz, genellikle 2.5-3.0 pm c¢apinda, ancak 2.0-3.5 pm arasinda ekstremler

var, sklerosyum veya kleistotesyum yoktur (Hasenekoglu, 1991).

Amilazlar endiistride 6nemli bir pazar payma sahiptirler. Ozellikle nisastanin
swvilastirilmas:  ve sakkarifikasyonunda kullanilan fungus o-amilazlar1 ve

glukoamilazlar1 bu bakimdan oldukca dikkat cekmektedir.
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Bu amacgla ¢calismamizda, yeni endiistriyel uygulamalarda kullanilabilecek fungus
amilazlarimin arastirilmasi  diistiniilmiistiir. Bunun i¢in mevcut funguslarda
amilolitik taramayla A. fumigatus HBF50’nin a-amilaz iirettigi saptanmustir. A.
fumigatus o-amilazlar1 ile daha Oonce ¢ok fazla calisma yapilmamas: da dikkate
alinarak, o-amilazin {iiretimi, saflastirilmas:t ve karakterizasyon caligmalari
yapilarak endiistriyel uygulamalarda kullannrma uygun olup olmadiginin

arastirilmasi amaclanmustir.



14

2. KAYNAK OZETLERIi

Bacillus sp. YX-1 tarafindan ham nisasta parcalayan a-amilazin saflagtirilmasi ve
karakterizasyonu c¢alisgtlmistir. Maksimum o-amilaz aktivitesi 44 saatlik
inkiibasyondan sonra 45°C’de g6zlenmistir. Enzim, amonyum siilfat ¢coktiirmesi,
iyon degisim ve jel filtrasyon kromatografi saflagtirma basamaklar1 kullanilarak
saflastirdmustir.  Molekill agirligt SDS-PAGE  kullanilarak 56 kDa olarak
gozlenmistir. Enzim pH 5.0’te maksimum aktivite ve 40-50°C’de optimum

aktivite gostermistir (Liu, X.D. ve Yan Xu, 2008).

Gida sanayinde kullanilan enzimlerin iilkemizdeki durumu incelenmis ve
enzimlerin siit ve mamiilleri sanayi, meyve ve sebze isleme, alkol ve bira iiretimi,
ekmek sanayi, et ve balik sanayi gibi bircok alanda kullanmildig1r saptanmistir
(Donmez, S., 1986).

Aspergillus ve Chaetomium’un o-amilaz aktivitesi ve nisasta hidrolizi
incelenmigtir. Maksimum nisasta hidrolizi Aspergillus ve Chaetomium’un her ikisi
icinde 6-7. giin olarak belirlenmistir. Fakat, maksimum enzim aktivitesi 9-11.
giinlerde bulunmustur. Aspergillus fumigatus’un nisasta hidrolizi, proteaz ve a-
amilaz aktivitesi C. globosum’a gore daha yiiksek bulunmustur. Ayrica, A.
Sfumigatus’un optimum sicakliktaki (45°C) performansi, C. globosum’a oranla
daha iyidir. A. fumigatus’un ¢ok iyi bir termotolerant oldugu bulunmustur. Bundan
dolay1 A. fumigatus nisasta isleme sanayinde kullanilabilir (Sharma ve Shukla,

2008).

Termofilik fungus Scytalidium thermophilum tarafindan iiretilen termostabil bir a-
amilaz iizerine yapilan calismada o-amilaz, DEAE-seliilloz, CM-seliilloz iyon
degisim kromatografisi ve sepharoz 6B jel filtrasyon saflagtirma basamaklari
kullanilarak saflastirilmistir. PAGE’te tek protein bandi goriilmiistiir ve molekiiler
agirligt 36 kDa olarak hesaplanmigtir. Optimum pH’s1 6.0, sicakligi ise 60°C
olarak bulunmustur (Aquino vd., 2003).
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Substrat olarak, a-methyl-D-glucoside kullanillarak A. fumigatus tarafindan
amilazin iiretim ¢aligmas1 yapilmustir. Topraktan izole edilen A. fumigatus susu ile
karbon kaynagi olarak maltozun sentetik bir analogu olan a-methyl-D-glucoside
(aMG) iceren ortamda yiikksek amilaz aktivitesi ve biyomas iiretimi
gerceklestirmistir. aMG’nin benzer konsantrasyonlarda maltoz ve nisastadan cok

daha etkili bir indikator oldugu belirlenmistir (Goto vd., 1998).

Yeni bir amilaz, deniz siingeri Spirastrella sp.ile birlikte yasayan Mucor sp.’den
izole edilmistir. Enzimin optimum pH’st 5.0, sicakligi ise 60°C olarak
bulunmustur. Enzim kismi olarak saflastirilmigtir. Kismi olarak saflagan enzimin
aktivasyon ve deaktivasyon enerjileri sirasiyla 46.60 ve 157.05 kj/mol olarak
bulunmustur. Enzim aktivitesi EDTA tarafindan giiclii bir sekilde inhibe olmustur

(Mohopatra vd., 1998).

Funguslarin biiyiik bir cogunlugunun fermentasyon ortaminda genellikle a-amilaz
tirettigi ve bir kisminin da hem a-amilaz hem de glukoamilazi ayn1 anda iirettikleri
bir ¢ok arastirmaci tarafindan saptanmustir (Shenoy vd., 1985; De Mot ve
Verachtert, 1987; Morita ve Fujio, 2000; Odibo ve Ulbrich-Hofmann, 2001;
Norouzian vd., 2006).

Enzim stabilizasyonu, yliksek sicakliklarda gerceklesen ve uzun siiren endiistriyel
islemler icin oldukca ©nemli bir ozelliktir. Yapilan calismalarda, A. flavus a-
amilazinin 50°C’de 1 saat stabil oldugu bulunmustur (Khoo vd., 1994). A.
carbonarius amilazinin 20 dk inkiibasyondan sonra 30°C ile 80°C arasinda
aktivitesinin % 85’ini, 90°C’de ise % 65’ini gosterdigi bulunmustur (Okolo vd.,
2000). A. tamarii a-amilazinin 65°C’ de birkag saat tamamen aktif oldugu, enzimin
yart Omriiniin 70°C’de 30 dakika oldugu ve 75°C’de ise stabil olmadigi
bulunmustur. % 1°lik nisasta ile inkiibe edildiginde enzimin yar1 dmriiniin 70°C’de
70 dakika ve 75°C’de 40 dakika oldugu bulunmustur (Moreira vd., 2004).
Termofilik fungus Scytalidium thermophilum o-amilazinin 50°C’de 1 saat stabil
oldugu, enzimin yar1 6mriiniin 55°C’de 25 dk ve 60°C’de 12 dk oldugu, % 1’lik

nisasta varliginda 60°C’de 1 saat tamamen stabil oldugu bulunmustur (Aquino vd.,
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2003). Endiistriyel uygulamalarda, yiiksek sicakliklarda yapilan sekerlestirme
yontemlerinde genellikle yiiksek termostabiliteye sahip mikrobiyal amilazlar
kullanilmaktadir (Gomes vd., 2005). Sekerlestirme yOntemleri, yiiksek substrat
¢oziiniirliigii saglamak icin genellikle 60°C ve iistiindeki sicakliklarda gerceklesir
ve bu sekilde mikrobiyal kontaminasyon da onlenmis olur (Odibo ve Ulbrich-

Hofmann, 2001).

Enzimler protein yapisinda olmasindan dolayr ortam pH’si enzim aktivitesini
etkileyen 6nemli faktorlerden birisidir. Nisastadan glukoz eldesi endiistride 6nemli
bir yer tutmaktadir. Nisastanin sivilastirilmasinda o-amilaz, sekerlestirilmesinde
ise glukoamilaz kullamilmaktadir. Bu islemler pH 4.2 ile 6.2 arasinda
yapilmaktadir (Moreira vd., 1999). Aspergillus oa-amilazlariyla yapilan
calismalarda A. foetidus ATCC 10254 pH 5.0, A. fumigatus pH 6.0, A. flavus
LINK pH 6.0, A. awamari’nin optimum pH’sinin 5.0 oldugu bulunmustur (Gupta
vd., 2003). A. tamarii optimum pH’s1 4.5-5.0 oldugu bulunmustur (Moreira vd.,
2004).

Ekstrem pH’larda gerceklesen ve uzun siiren endiistriyel islemler icin, enzim
stabilizasyonu oldukca ©nemli bir Ozelliktir. Yapilan calismalarda termofilik
fungus Thermomyces lanuginosus F; GA ve a-amilazinin pH 4.0’te oda
sicakliginda 24 saat tamamen stabil olduklari, pH 5.0 ve 6.0 arasinda ise % 80’inin
geri kazanildigr bulunmustur (Odibo ve Ulbrich-Hofmann, 2001). A. flavus a-
amilazinin pH 5.0 ile 8.5 araliginda stabil oldugu bulunmustur (Khoo vd., 1994).
Ektomikorizal fungus Tricholoma matsutake a-amilazinin genis pH araliginda (4.0

ile 10.0) stabil oldugu bulunmustur (Kusuda vd., 2003).

Metal iyonlari, proteinlerin ¢ogunda ii¢ boyutlu yapilarimin olusumunda ve aktif
merkezde substratlarin katalizlerinde dogrudan veya dolayli olarak onemli rol
oynamaktadirlar. Termofilik fungus 7. lanuginousus F,’in a-amilaz aktivitesinin 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 ve Ulbrich-Hofmann, 2001).
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Scytalidium thermophilum o-amilaz aktivitesinde 1 mM Ca®, Mg* ve Na®
iyonlar1 % 4-8 oraminda bir artisa sebep olurken, Zn**, Mn®*, Ba® ve NH,"
sirasiyla % 47, 17, 12 ve 12 oraminda, ozellikle Hg2+ ile Cu* ise % 85 ile 75
oraninda inhibisyona sebep olmustur. 10 mM konsantrasyonda ise aktivitede Na*
iyonu % 10’luk bir artis gostermis, Ba®*, Ca®, Mn**, NH," iyonlar yaklasik olarak
% 18’lik inhibisyona ve ozellikle Zn**, Cu®* ve Hg** iyonlar1 ise % 93, 96 ve
100’1lik inhibisyona neden olmustur (Aquino vd., 2003). Maya Cryptococcus
flavus’un o-amilaz aktivitesinde 4 mM Mn**, Mg*, Zn**, Ca*, Hg**, Fe** ve Cu**
iyonlar1 swrasiyla % 4, 5, 15, 30, 71, 80 ve 100 azalmaya sebep olmustur
(Wanderley vd., 2004). A. tamarii a-amilazi 10 mM Fe**, Pb*, Cu® ve Hg™*
tarafindan % 90-98 oraminda inhibe edilmis, Ba® tarafindan % 23 oraninda aktive
edilmis ve denenen diger metal iyonlar1 tarafindan Onemli bir sekilde

etkilenmedigi bulunmustur (Moreira vd., 2004).

a-Amilazin ham nisasta kaynaklarini sindirebilme yetenekleri ve immobilizasyonu
endiistriyel acidan oldukca onemlidir. Bacillus sp. YX-1 o-amilazinin % 1’lik
konsantrasyondaki muisir, bugday ve patates nisasta graniillerinin parc¢alanma
oranlari, 8 saatte sirasiyla % 57.5, 53 ve 45.1 ve 12 saaatte sirasiyla % 63.2, 56.4,
48.6’dir (Liu, X.D. ve Yan Xu, 2008). Cesitli ham nisasta graniillerini
parcalayabilen enzimler, ekonomik olarak caziptir. Onlar, direkt hidroliz i¢in

nisasta kaynaklarimin alanini genisletebilirler.

Ham musir nisastasi diinyadaki bol nigasta kaynaklarindan birisi olarak, hidroliz
siireclerinin optimizasyonundaki arastirmalar icin kullanilir (Liu, X.D. ve Yan Xu,

2008).

a-Amilaz  enzimleri, nisasta molekiilinin o-1,4 baglarim1  gelisigiizel

hidrolizleyerek dekstrin, maltoz ve cok az miktarda glikoz meydana getirir.

Ince tabaka kromatografisi, kAgit kromatografisi veya yiiksek basingli sivi
kromatografisi (HPLC) gibi tekniklerle enzimatik son iiriinler tespit edilerek

amilolitik enzimlerin tanis1 yapilmaktadir.
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Bir¢ok mikroorganizma tarafindan iiretilen amilolitik enzimlerin tamisi i¢in yapilan
caligmalarda nisastanin hidrolizi sonucu olusan son iiriin analizi, ince tabaka
kromatografisi ile yapilmistir. Tricholoma matsutake, Scytalidium thermophilum,
Aspergillus tamarii ve Cryptococcus flavus a-amilazlarmin tanisi ince tabaka
kromatografisi ile yapilmistir (Kusuda vd., 2003; Aquino vd., 2003; Moreira vd.,
2004; Wanderley vd., 2004).
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. Kimyasallar

Agar-agar, coziinebilir nigsasta, NaNO;, KCl, FeSO4.7H,0, pepton, maltoz, sitrik
asit, NaOH, CuSO0.5H,0, Na,COs;, NH,Cl, CuCl,.2H,0, Hg,Cl,, ZnCl,,
CaCl,.2H,0O, etilen diamin tetra asetik asit (EDTA-C;oH;4N,Na,03.2H,0), B-
merkaptoetanol, brom fenol mavisi, glisin, TEMED, Coomassie brillant blue G-
250, akrilamid, amonyum persiilfat, sodyum dodesil siilfat (SDS), gliserol,
FeCl5.6H,O, CoCl,, Tris baz, rafinoz, iire, n-biitanol, etanol, metanol,
MgS0,.7H,0, MgCL.6H,O, NiCl,, BaCl,, I,, HCI, siilfiirik asit (H,SOs),
NaH,PO4..2H,0 ve MnCl,.2H,0, Merck (Darmstadt, Germany) firmasindan;
amilopektin, amiloz, glikojen, piring nisastasi, rafinoz, bugday nisastasi, dekstrin,
orsinol, maltotrioz, maltotetroz, maltopentoz ve fenil metil siilfonil floriir (PMSF),
Fluka (Buchs, Switzerland) firmasindan, safra tuzu, aliiminyum silika jel, misir
nisastasi, N,N’- Metilen bis akrilamid, MES, AICI;, dithiothreitol, yeast nitrojen
baz, 3,5-dinitrosalisilik asit (DNS), standart karistmu [Miyosin (tavsankani, 205
kDa), B-Galaktozidaz (E.coli, 116 kDa), Fosforilaz B (tavsankam, 97.4 kDa),
Albumin (Bovine 66 kDa), Albumin (yumurta 45 kDa), Karbonik anhidraz (bovin
eritrosit, 29 kDa)] ve sigir serum albumini (Fraksiyon V), Sigma (Taufkirchen,
Germany) firmasindan; Na,SeO; ve LiCl, AVOKADO (Karlsruhe, Germany);
NaCl, KH,PO,, sukroz, sodyum potasyum tartarat (C4H,OcKNa.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.

3.2. Funguslarin Amilolitik Taranmasi ve Secimi

Adnan Menderes Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Molekiiler
Biyoloji Anabilim Dali Mikrobiyoloji Laboratuvar1 stok Kkiiltiirlerinde kayitl

havadan izole edildikten sonra tanist yapilmis olan 11 Aspergillus cinsinde
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kalitatif amilaz taramas1 yapildi. Fungus orneklerinin amilolitik aktiviteleri, Mgller
ve arkadaglarinin kismi olarak degistirilmis amilaz besiyeri kullanilarak belirlendi

(Mgller vd., 2004).

Amilaz besiyerini hazirlamak i¢in % 2 agar-agar, % 0.5 safra tuzu ve % 1
coziinebilir nigasta iceren besi ortamu 121°C’de 15 dakika 1.5 psi atmosfer

basingta otoklavda (Hirayama HA-240 M 1V, Japan) sterilize edildi.

Besiyeri 40-50°C’ye 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
katilagmas1 beklendi ve daha sonra stok fungus kiiltiirlerinden amilaz besiyeri
iceren petrilere tek nokta ekimi yapildi. Petri plaklar1 27°C’deki etiivde (Heraeus
T6, Germany) 72 saat inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra petrilere iyodiir
¢ozeltisi (% 0.3 I, % 0.6 KI) piiskiirtiildii. Amilolitik aktivitenin derecesi, olusan

seffaf zon ¢apinin koloni ¢apina oranlanmasi ile belirlendi.
Amilolitik aktivite derecesi = Seffaf zon ¢apt / Koloni ¢apt

En iyi amilaz aktivite gosteren funguslar icerisinden Aspergillus fumigatus HBF50
susu amilaz iretimi, saflastirilmasi ve karakterizasyonu igin secildi. Amilaz
aktivitesi gosteren funguslar yatik malt ekstrakt agar icerisinde 4°C’de saklanarak
tic aylik periyodlarla stoklar yenilendi. Ayrica stoklar % 15’lik steril gliserol

icerisine alinarak -20°C’de uzun siire saklandu.

3.3. Aflatoksin Testi

Amilolitik tarama sonuclarinda amilaz aktivitesi gosteren izolatlarin aflatoksin
tiretip iiretmedigi Czapek Dox Agar, Hg Czapek Dox Agar, Glukoz Yeast Ekstrakt
ve AFPA besiyerleri kullanilarak saptandi.
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Czapek Dox Agar; 9.08 g Czapek-Dox 200 mL ultra saf su igerisinde ¢oziinerek

hazirlandi.

Hg Czapek Dox Agar; 9.08 g Czapek-Dox agar, 0.0272 g HgCl,, 2 g
(NH4)H,PO, ve 0.1 mL Corn step likor 200 mL ultra saf su icerisinde ¢6ziinerek

hazirlandi.

Glukoz Yeast Ekstrakt; 4 g glukoz, 1 g yeast ve 4 g agar 200 mL ultra saf su

icerisinde ¢oziinerek hazirlandi.

AFPA (Aspergillus flavus-parasiticus Agar) ; 9.1 g AFPA 200 mL ultra saf su

icerisinde ¢oziinerek hazirlandi.

Hazirlanan bu ortamlara izolatlar ekildi ve 30°C’de 5 giin inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra UV altinda incelendi. UV 15181 altinda 151ma yapan tiirlerin

aflatoksin tirettigi kabul edildi.

3.4. Sporulasyon ve Inokulum Miktarinin Belirlenmesi

Sporulasyon ortami olarak % 1’lik ¢Oziiniir nisasta iceren, malt ekstrakt agar
kullanildi. A. fumigatus HBF50’yi iiretmek i¢in 6nce sporulasyon ortaminda spor
olusumu saglandi. Sporulasyondan sonra inokulum miktar1 belirlenerek

fermentasyon ortamina ekim yapildi.
3.4.1. Sporulasyon Ortamimn Hazirlanisi

500 mL’lik erlene 100 mL % 4.8’lik malt ekstrakt agar eklenerek mikrodalga
firinda (Vestel, Turkey) 3 dakika 1sitildiktan sonra 121°C’de 10 dakika otoklavda
sterilize edildi. Otoklavdan sonra erlen, 45° egimli olacak sekilde katilagmaya
birakildi. A. fumigatus HBF50 nin stok kiiltiirlinden yatik malt ekstrakt agara ti¢
nokta ekim yapildi. Kiiltiir 27°C’de etiivde 5 giin inkiibe edildi.
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Inkiibasyon sonunda sporulasyon ortamina % 0.5’lik steril sodyum dodesil siilfat
(SDS) ve cam bilye ilave edilerek sporlarin c¢ozeltiye ge¢mesi icin yavasca

karistirild1.

Sivi ortama gecen spor siispansiyonunun 1 mL’si, 9 mL steril fizyolojik suya (%
0.85 NaC(l) ilave edildi. Uygun inokulum miktarin belirlemek icin, ilk seyreltme
(10" kullamlarak 102, 107, 10, 107 ve 10° olacak sekilde seyreltme islemi
yapildi. Her seyreltmede Thoma lamu ile mililitredeki spor sayimi yapildi. Spor

sayis1 asagidaki formiille hesaplandi.
Mililitredeki spor sayist = A x SF x 10"
A =0.1 mm’ hacimde sayilan spor
SF = Seyreltme faktorii
10" = mililitreye ¢evirme carpani

Spor sayist belirlendikten sonra, asagida igerigi verilen 100 mL fermentasyon
ortami iceren 500 mL’lik erlenlere, her seyreltmeden 1 mL spor inokiile edildi. En

iyi enzim iiretimi gosteren seyreltme faktorii 10~ olarak bulundu.
3.5. A. fumigatus HBF50’nin Fermentasyonu

Denemede kullanilan amilaz fermentasyon ortaminin icerigi Cizelge 3.1°de
verilmistir. Inokulum miktar1 belirlendikten sonra, 100 mL amilaz fermentasyon
ortamt igeren 500 mL’lik erlene, 10’ liik seyreltmeden 10® spor/mL olacak sekilde
inokiile edildi.

Inkiibatorde (New Brunswick Scientific Excella E24, New J ersey, USA) 30°C’de,
100 rpm’de, 12 giin boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda kiiltiir ortami
Buhner hunisinde filtre kdgidi (Munktell, Germany) kullanilarak vakum altinda

stiziildii ve siiziintii enzim kaynagi olarak kullanild.
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Cizelge 3.1. A. fumigatus HBF50 fermentasyon ortami

Kimyasal Maddeler Miktar (g/L)

NaNO; 3
KCl 0.5
MgS0.,.7H,O 0.5
FeSO,. 7TH,O 0.01
KH,PO, 1
Pepton 10
Coziiniir patates nisastasi 20
pH 6.0

3.6. A. fumigatus HBF50’nin Biiyiime Egrisi ve Enzim Uretimi

A. fumigatus HBF50 iiretimi icin, 500 mL’lik erlene (12 adet) 100 mL amilaz
iiretim ortamu eklendi. Daha sonra ortama, 10° spor/mL inokiile edildi.
Fermentasyon ortami inkiibatdrde 30°C’de, 100 rpm’de, 12 giin inkiibasyona
birakildi. A. fumigatus HBF50 nin bilyime egrisini saptamak icin erlenlerden bir
tanesi, 24 saatlik periyodlarda darasi dlciilmiis filtre kdgidi (Munktell, Germany)
kullanilarak buhner hunisinde vakum altinda siiziildii. Filtre kdgidinda kalan
miseller distile su ile yikand1 ve 80°C’deki etiivde 24 saat kurutuldu. Daha sonra
hassas terazide (Scaltec SBA 31, Germany) agirhgi olgiildii ve filtre kagidinin
daras1 cikarilarak biyomas: (g/100 mL) hesaplandi. Ayrica fermentasyon
stiziintiisiiniin giinlikk pH (Senso Direct pH 200, Germany), rediiktor seker ve
enzim aktivite Olclimleri yapildi. Kiiltiir ortami rediiktér seker miktarinin fazla
olmasindan dolayr 2-7. giinler arasindaki tampona (50 mM, pH 6.0 Mcllvaine)

kars1 diyaliz edildi. Inkiibasyondan sonra enzim aktiviteleri olciildii.
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3.7. A. fumigatus HBF50’nin Amilaz Uretimi Uzerine Kiiltiir

Kosullarmmin Etkisi
3.7.1. AmilazUretimi Uzerine Sicakhgin Etkisi

A. fumigatus HBF50’nin en iyi amilaz iirettigi sicakligi belirlemek icin, 500
mL’lik erlene 100 mL amilaz iretim ortami eklendi. Daha sonra ortama, 108
spor/mL inokiile edildi. Fermentasyon ortamu farkli sicakliklarda (20, 30, 40 ve
50°C), 100 rpm’de, 10 giin inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun sonunda

fermentasyon siiziintiisiinde rediiktor seker ve enzim aktivite dl¢iimleri yapildi.
3.7.2. Amilaz Uretimi Uzerine pH’mn Etkisi

A. fumigatus HBF50’nin en iyi amilaz iirettigi baslangic pH’sim belirlemek igin,
500 mL’lik erlene farkli pH’larda (pH 2.0, 3.0, 3.5, 4.0, 4.5, 5.0, 5.5, 6.0, 7.0, 8.0,
9.0) 100 mL amilaz iiretim ortam: eklendi. Daha sonra ortama, 10° spor/mL
inokiile edildi. Fermentasyon ortami inkiibatdrde 30°C’de, 100 rpm’de, 10 giin
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun sonunda fermentasyon siiziintiisiinde

rediiktor seker ve enzim aktivite dl¢iimleri yapildi.

3.8. Enzimin Saflastirilmasi

A. fumigatus HBF50 tarafindan en yiiksek enzim iiretim sicakligi, pH ve zaman
belirlendikten sonra enzimin saflastirilma islemlerine ge¢ildi. Belirlenen optimum
kosullarda enzim iiretimi yapildiktan sonra, fermentasyon ortamu siiziilerek enzim
kaynagi olarak kullanildi. Siiziintiideki amilazin saflastinlma isleminde
ultrafiltrasyon, DEAE sepharoz CL-6B, fenil sepharoz CL-4B, ultrafiltrasyon ve
jel filtrasyon kromatografi adimlar1t kullamildi. Aksi belirtilmedik¢e tiim
saflastirma adimlar1 4°C’de yapildi. Saflagtirma boyunca aktivite ve protein
tayinleri asagida aciklanan standart deneyler ile yapildi. Daha sonra saflastirma

tablosu olusturuldu.
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Ham ekstraktin saflastirma katsayisi 1 kabul edildi ve diger fraksiyonlarin spesifik
aktiviteleri ham ekstraktin spesifik aktivitesine oranlanarak saflastirma katsayilari

hesaplandi.

Fraksiyonlarin % verimlerini belirlemek icin ham ekstraktin verimi 100 olarak
kabul edildi ve fraksiyonlarin total aktivitesi ham ekstraktin total aktivitesine

oranlanarak % verimleri hesaplandi.

Ultrafiltrasyon

Fermentasyon ortaminin siiziintiisiinden (550 mL) enzimi hem kismi olarak
saflastirmak hem de konsantre etmek icin ultrafiltrasyon yapildi. Siiziintii 10.000
MWCO ultrafiltrasyon membram igeren Vivacell 250 ultrafiltrasyon kabina
(Sartorius, Germany) aktarildi. Daha sonra azot gazi ile 4 mbar basing uygulayarak

inkiibatorde 10°C’de, 100 rpm’lik hizda ¢alkalanarak konsantre edildi.

3.8.1. iyon Degistirme Kromatografisi

Iyon degistirme kromatografisi proteinlerin elektrik yiikiine bagli olarak
ayrilmasini saglayan ve protein saflastirma islemlerinde ¢ok sik kullanilan 6nemli
bir tekniktir. Bu amacgla negatif yiiklii proteinlerin saflastirilmasinda anyon
degistirici olarak kullanilan pozitif yiike sahip DEAE sepharoz CL-6B kolon dolgu
maddesi kullanildi.

Ultrafiltrasyon ile konsantre edilen 12 mL 6rnek, daha 6nce 10 mM Mcllvaine (pH
6.5, 4°C) tamponu ile dengeye getirilmis 35 mL yatak hacmine sahip DEAE
sepharoz CL-6B (2.5x10) kolonuna (Biorad, USA ) yiiklendi. Daha sonra, kolon
peristaltik pompa ile (ATTA AC-2110, Japan) saglanan 69 ml./saat akis hizinda
ayni tamponu ile yikanarak baglanmayan proteinlerin kolondan ¢ikmasi saglandi.
Baglanmayan proteinler kolondan uzaklastirildiktan sonra, 10 mM Mcllvaine (pH
6.5, 4°C) tamponu ile hazirlanmis 0-1 M NacCl ile linear tuz gradienti yapilarak

kolona bagli proteinlerin ¢ikmasi saglandi.



26

Kolondan cikan drnekler fraksiyon kollektorii ile (Spectra/Chrom CF-1, USA) 5’er
ml’lik hacimlerde toplandi. Kolondan proteinlerin ¢ikis1 spektrofotometrede
(Shimadzu UV-1601, Japan) 280 nm’deki absorbans 0l¢iilerek izlendi.

Kolondan ¢ikan her fraksiyonda enzim aktivitesi ol¢iildii. Aktivitesi yliksek olan
fraksiyonlar birlestirildi. Birlestirilen bu fraksiyonlar bir sonraki saflagtirma

adiminda kullanildi.

3.8.2. Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi

Hidrofobik etkilesim kromatografisi protein molekiillerinin hidrofobik gruplari ile
durgun faz arasindaki hidrofobik etkilesime dayanmir. Durgun faz hidrofilik bir
polimere (dekstran ya da agaroz) baglh kiiciik non-polar gruplar1 (butil, oktil veya
fenil) icermektedir. Hidrofobik etkilesim kromatografisinde ilgili proteinin
bulundugu fraksiyon yiiksek tuz derigimi igeren tampon iceresinde (genellikle
amonyum siilfat) kolona yiiklenir. Bagh proteinlerin kolondan uzaklastirilmasi ise
tampondaki tuz derisimi azaltilarak yapilir (Metin, 2007). Bu amacla fenil
sepharoz CL-4B kolon dolgu maddesi kullanildu.

DEAE sepharoz CL-6B kolonundan ¢ikan aktivitesi yiiksek fraksiyonlar (21 mL)
birlestirilerek icerisine 1 M (NH4),SO, eklendi. Yatak hacmi 20 mL olan fenil
sepharoz CL-4B kolonu (1.5x15) (Biorad, USA) ornek yiiklenmeden énce, 1 M
(NH4)>SO; iceren 10 mM Mcllvaine (pH 6.5, 4°C) tamponu ile dengeye getirildi.
Ornek kolona uyguland1 ve kolon peristaltik pompa ile saglanan 94 mL/saat akis
hizinda ayni tamponu ile yikanarak baglanmayan proteinlerin kolondan ¢ikmasi
saglandi. Daha sonra, kolonda bagli proteinlerin ¢ikmasi icin 10 mM Mcllvaine
(pH 6.5, 4°C) tamponu ile hazirlanmis 1-0 M (NH4),SOy ile negatif tuz gradienti
olusturularak kolona bagli proteinlerin ¢ikmasi saglandi. Daha sonra kolon, kolona
bagh kalmasi muhtemel proteinlerin kolondan ¢ikmasi i¢in tuz icermeyen ayni

tamponla yikamaya devam edildi.
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Kolondan ¢ikan fraksiyonlar fraksiyon kollektorii ile 5’er mL’lik hacimlerde
toplandi. Kolondan proteinlerin ¢ikisi spektrofotometrede 280 nm’deki absorbans
oOlciilerek izlendi. Kolondan cikan her fraksiyonda enzim aktivitesi oOl¢iildii.
Aktivitesi yiiksek olan fraksiyonlar birlestirildi. Birlestirilen bu fraksiyonlar bir

sonraki saflasgtirma adiminda kullanilda.

Fenil sepharoz CL-4B kolonundan ¢ikan aktif fraksiyonlar 10.000 MWCO
ultrafiltrasyon membrani iceren Vivacell 250 ultrafiltrasyon kabi ile 3.7 mL’lik
hacime kadar konsantre edildi. Konsantre edilen 6rnekte aktivite ve protein tayini

yapild1 ve bir sonraki saflastirma adimi olan jel filtrasyon kolonuna uygulandu.

3.8.3. Jel Fitrasyon Kromatografisi

Jel filtrasyon kromatografisi farkli molekiil biiyiikliigiindeki proteinlerin ayrimini
saglayan bir kromatografi seklidir. Bu amacla, 70 mL yatak hacmine sahip
Sephadeks G-100 (medium) iceren kolon (1x100) kullanildi. Kolon 6nce 0.15 M
NaCl iceren 10 mM Mcllvaine (pH 6.5, 4°C) tamponu ile dengeye getirildi. Daha
sonra bir onceki adimda konsantre edilen ornek kolona yiiklenerek peristaltik
pompa yardimiyla 11 mL/saat akis hizinda 0.15 M NaCl iceren 10 mM Mcllvaine
(pH 6.5, 4°C) tamponu ile yikanarak, proteinlerin cikist spektrofotometrede 280
nm’deki absorbans ol¢iilerek izlendi. Kolonda protein ¢ikisi olmayincaya kadar
kolonu yikama islemine devam edildi. Kolondan c¢ikan fraksiyonlar fraksiyon
kollektorii ile 3’er mL’lik hacimlerde toplandi. Kolondan ¢ikan her fraksiyonda
enzim aktivitesi Olgilildii. Aktivitesi yiiksek olan fraksiyonlar birlestirildi.

Birlestirilen bu fraksiyonlar daha sonra karakterizasyon ¢aligmalari i¢in kullanildi.
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3.9. Elektroforez ve Zimografi

3.9.1. a-Amilazin Molekiil Agirhgimn Belirlenmesi

a-Amilaz’in safliginin ve molekiiler agirliginin saptanmas: Laemmli yontemine
(1970) gore SDS-PAGE kullanilarak yapildi. Standart olarak miyozin
(Tavsankani, 205 kDa), p-galaktozidaz (E.coli, 116 kDa), fosforilaz B
(Tavsankani, 97.4 kDa), albumin (S1gir, 66 kDa), albumin (Yumurta, 45 kDa),
karbonik anhidraz (Sigir eritrosit, 29 kDa) kullanildi. a-Amilaz’in goriintiilenmesi
icin SDS-PAGE kullanilarak zimografi (Wanderley vd., 2004) yapildi. SDS-
PAGE ve zimografi asagida anlatildig1 gibi yapildi. SDS-PAGE jelinde boyanin,
standartlarin ve enzimin kat ettikleri mesafeler kumpas (Mitutoyo, CD-15CP,
U.K) yardimu ile 6l¢iildii. Standartlarin ve enzimin Rf degerleri asagidaki formiil

kullanilarak hesaplandi.

Py Ob
.9
Jb Iy

Rf
P,= Boyamadan sonra tasman proteinin aldig1 yol
J»= Boyamadan sonraki jelin boyu

O, =Boyamadan 6nceki jelin boyu

I, =Boyamadan o6nceki isaretleyicinin (boyanin) aldig1 yol
3.9.2. SDS-PAGE ve Zimografi icin Gerekli Cozeltiler

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

¢ozelti koyu renkli sisede ve oda sicakliginda 1 ay saklandi.
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Ayirma 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 ¢oziildiikkten sonra hazirlanan Tris-baz iizerine eklendi ve
distile su ile 100 mL‘ye tamamlandi. Hazirlanan tampon oda sicakliginda

kullanilincaya kadar saklandi.

Yogunlastirma tamponu (Stacking tamponu): 1.515 g Tris-baz az miktarda
distile su igerisinde ¢oziildiikten sonra konsantre HCI1 kullanilarak pH’s1 6.8’e
ayarlandi. 0.1 g SDS az miktarda distile su icerisinde ¢oziildiikten sonra hazirlanan
Tris-baz lizerine eklendi ve distile su ile 25 mL‘ye tamamlandi. Hazirlanan

tampon oda sicakliinda 1 ay siire ile saklandu.

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

icerisinde ¢oziildii. Cozelti kullanillacagi zaman taze olarak hazirlandi.

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

tamamlandi.

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

¢oziildii.

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

yavag yavas karistirllarak ¢oziildii.

Ornek 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 -
merkaptoetanolden 5 mL alinarak karistirildi. Hazirlanan tampon koyu mavi
renkte degilse, renk olusana kadar NaOH ilave edildi. Distile su ile hacmi 100
ml.’ye tamamlandi.
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Ornek tamponu  kullamlincaya kadar oda sicakhiinda saklandi — p-
merkaptoetanol’iin etkisi zamanla kayboldugundan gerektigi zaman hazirlanan

tampona ayni oranda ilave edildi.

Elektroforez tamponu (Yiiriitme tamponu): 3 g Tris-baz ve 14.4 g glisin az
miktarda distile su igerisinde ¢oziildii ve konsantre HCI kullanilarak pH’s1 8.5°e
ayarlandi. 1 g SDS az miktarda distile su igerisinde c¢oziilerek Tris-glisin
cozeltisine ilave edildi. Distile su ile 1000 mL’ye tamamlandi. Hazirlanan tampon
kullanilincaya kadar 4°C’de saklandi. Tampon 2-3 kez kullamildiktan 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 cozeltide 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
karistirildi.

3.9.3. Yontem

3.9.3.1. Jelin hazirlamsi: Protein kontaminasyonunu ve her tiirlii kirliligi 6nlemek
icin biitiin islemler eldiven giyilerek yapildi. Elektroforez camlart % 70’lik
etanolle iyice temizlendikten sonra jelin sizmasini Onlemek i¢in kenarlar
silikonlandi. Cam levhalar arasinda sizint1 olup olmadig: kontrol edildikten sonra,
hava kabarcigl kalmayacak sekilde degaze edilmis % 10’luk ayirma jeli TEMED

ve amonyum persiilfat ilave edildikten sonra karistirildi.
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Hazirlanan jeller enjektdr kullamilarak mini elektroforez (Bio-Rad, Mini-
PROTEAN, USA) ve biiyiik elektroforez (20 x 20) (UVP, Germany) camlar1
arasma dokiildii. Aymrma jelinin igerigi Cizelge 3.2’de verildi. Jelin havayla
temasini kesmek i¢in, tizeri % 70’lik etanolle kapatildi ve jelin polimerlesmesi i¢in
1 saat beklendi. Siire sonunda jel iizerindeki alkol kurutma k&gidi ile jele temas
etmeden yavas yavas alindi. Ayirma jelinin iizerine % 5’lik hazirlanan
yogunlastirma jeli dokiildii. Tarak jelle arasinda hava kabarcigi kalmamasina ve
ayirma jeline degmemesine dikkat edilerek jele yerlestirildi. Jelin polimerlesmesi

icin 1-2 saat beklendi. Yogunlastirma jelinin icerigi Cizelge 3.3 te verildi.

Cizelge 3.2. % 10’luk ayirma jelinin igerigi

Kullamlan malzeme Iki jel icin (mL)

Ayirma tamponu (pH 8.8) 2

Distile su 4.53

% 10’luk SDS 0.01
Vakum altinda degaze islemi 10 dk.

% 30’luk akrilamid/bis akrilamid 3.33

% 10’luk amonyum persiilfat 0.05
TEMED 0.0035

Cizelge 3.3. % 5’lik yogunlastirma jelinin icerigi

Kullamlan malzeme Tek jel icin (mL)

Yogunlastirma tamponu (pH 6.8) 0.5

% 30’luk akrilamid/bis akrilamid 0.675
Distile su 3.75
% 10’luk SDS 0.05
Vakum altinda degaze islemi 10 dk.
% 10’luk amonyum persiilfat 0.025
TEMED 0.007

3.9.3.2. Orneklerin hazirlams1 ve jele uygulamsi: Jele uygulanacak 6rnekler ve
standart Ornek tamponuyla uygun seyreltmeleri yapildiktan sonra, kaynar su

banyosunda 5 dakika kaynatildi (Zimografi i¢in drnekler kaynatilmadz).
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Tarak jele zarar vermeden cekildi. Jel distile su ile yikanarak, polimerlesmeyen jel
uzaklastirildi. Daha sonra olusan kuyucuklar elektrot tamponu ile dolduruldu ve
uygun seyreltmeleri yapilan Orneklerden 20 pupL  (protein bantlarinin
goriintiilenmesi icin 10 pg, zimogram igin 100 pg protein) yiiklendi. Ornekler jele
yiiklendikten sonra jel tankin icine yerlestirildi ve kuyucuklarin lizerini ortecek
sekilde elektrot tamponu eklendi. Gii¢ kaynagi (UVP, Germany) ile iist jele 100 V,

alt jele 200 V elektrik akimu verilerek proteinlerin ayirma islemi yapildi.

3.9.3.3. Jelin boyanmasi: Cam plaklar arasindan ¢ikarilan jelden {ist jel ayrildi.
Boyanin aldig1 yol kumpasla olgiildiikten sonra, ayirma jeli zimogram ve protein
boyamasi yapilmak iizere ikiye ayrildi. Protein boyamas1 Coomassie Brillant Blue
G-250 ile 1 saat 100 rpm’de ¢alkalanarak boyandi. Boyamadan sonra jeldeki fazla
boya yikama cozeltisi ile birka¢ kez yikanarak uzaklastirildi ve bantlar goriiniir

hale geldi.

3.9.4. Zimografi

Zimografi i¢in cam plaklar arasindan ¢ikarilarak ayrilan jel, oda sicakliginda 20 dk
distile su ile yikandi. Jel 10 mM pH 5.0 Mcllvaine tamponunda oda sicakliginda 1
saat bekletildi. Aym tamponda hazirlanmis % 1’°lik ¢Oziiniir patates nigastasi icinde
4°C’de 1 saat inkiibe edildi. Jel aym ¢ozelti icerisinde 55°C’de 1 saat etiivde
inkiibe edildi. Jel nisastadan ¢ikarilip distile su ile yikandi. Yikama isleminden
sonra iyot ¢cozeltisinde (1 mM I,-0.5 M KI) bantlar belirginlesene kadar bekletildi.

Gerekli dl¢timler yapildiktan sonra ayni ¢ozelti icerisinde saklandi.
3.10. Enzim Aktivitesinin Olciimii

A. fumigatus HBF50 susundan saflastirilan a-amilaz aktivitesi, Bernfeld’in kismi
olarak degistirilmis 3,5-dinitrosalisilik asit (DNS) yontemi kullanilarak
spektrofotometrik olarak belirlendi (Bernfeld, 1955). Substrat olarak 10 mM pH

5.0 Mcllvaine tamponunda hazirlanmis, % 1’lik c¢oziiniir patates nisastasi
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kullanildi. Standart deney ortaminin bilesenleri Cizelge 3.4’te, DNS ¢6zeltisinin
bilesenleri Cizelge 3.5’te verildi. Enzim aktivitesi spektrofotometre kullanilarak
530 nm’de standart deney kosullarinda ol¢iildii. Olusan rediiktdr seker miktar:
standart maltoz egrisinden hesaplandi. Enzim aktivitesi ve spesifik aktivite asagida

verilen formiillere gore hesaplandi.

Voliim aktivite =— Maitoz ('UM) = (U/ )
Inkiibasyon siiresi (dk)x Enzim miktart (mL) mL

Volum aktivite (U /mL)

Spesifik aktivite = :( . )
v mg protein/mL mg protein

Bir enzim {initesi (IU), 55°C’de pH 5.0te 1 dakikada c¢Oziiniir patates

nisastasindan 1 pmol maltozun serbestlenmesini saglayan enzim miktar1 olarak

ifade edildi.

Cizelge 3.4. Standart deney ortamu

Reaksiyon Bilesenleri Ornek Kor
% 1’lik Coziiniir patates nisastast 100 uL. 100 uL
Enzim 100 puL -
Inkiibasyon (55°C) 20dk  20dk
DNS 50l 50 uL
Enzim - 100 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 500 uL. 500 pL
530 nm dalga boyunda absorbans okunur

Cizelge 3.5. DNS c¢ozeltisinin bilesenleri

Kimyasal madde Miktar (g/L)
DNS 10
NaOH 16
C,H,O¢KNa.4H,0 300
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3.11. Maltoz Standard

a-Amilazin nisastayr hidrolizleyerek olusturdugu rediiktor seker miktarm
saptamak i¢cin, DNS metodu kullanildi. DNS metodu, rediiktor sekerlerin serbest
karbonil gruplarinin varhigim test etmek icin kullanilir. Bu metodun prensibi,
fonksiyonel aldehit (Ornegin; glukoz) ve keton (fruktoz) gruplarimin

oksidasyonuna dayanir.

Serbest aldehit veya keton grubuna sahip sekerler alkali kosullar altinda 3,5-
dinitrosalisilik asiti, 3-amino-5-nitrosalisilik aside indirgeyerek renk (kirmizi-

kahverengi) olusumuna neden olur.

Rediiktor seker miktarim1 saptamak icin maltozun farkli konsantrasyonlardaki
(250, 500, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000, 4000 ve 5000 uM) ¢ozeltileri hazirlandi.
Rediiktor seker miktarr, DNS metodu ile spektrofotometrik olarak ol¢iildii. Daha
sonra, konsantrasyona karsi absorbans grafigi ¢izildi. Deney ortaminin bilesenleri

Cizelge 3.6’da verildi.

Cizelge 3.6. Rediiktor seker miktarimin dl¢timii

Reaksiyon bilesenleri Ornek  Kor
Maltoz 200 uL -
Distile su - 200 uL
DNS 50yl 50 uL

Soguk su banyosunda inkiibasyon 2 dk 2 dk

Kaynar su banyosunda inkiibasyon 5 dk 5 dk

Soguk su banyosunda inkiibasyon 3dk 3dk

Distile su 500 uL 500 L
530 nm dalga boyunda absorbans okunur
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3.12. Fermentasyon Ortaminin Rediiktor Seker Tayini
Fermentasyon ortamimin giinliik siiziintiisiindeki rediiktor seker miktarinin
degisimi DNS metoduna gore olciildii. Rediiktér seker miktar1 maltoz standart

egrisine gore hesaplandi. Deney ortaminin bilesenleri Cizelge 3.7°de verildi.

Cizelge 3.7. Fermentasyon ortaminin rediiktor seker miktarinin tayini

Reaksiyon Bilesenleri Ornek  Kor
50 mM pH 6.0 Mcllvaine tamponu 100 uL. 100 uL
Fermentasyon siiziintiisii 100 uL -
Distile su = 100 pL.
DNS 50l 50 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 500 uL 500 pL
530 nm dalga boyunda absorbans okunur

3.13. Protein Tayini

Calisma boyunca protein tayinleri Bradford yontemi kullanilarak yapildi
(Bradford, M.M., 1976). Bradford yontemi Coomassie Brillant Blue G-250
boyasinin proteinlere baglanmasi esasina dayanan bir yontemdir. Coomassie
Brillant Blue G-250 negatif yiikliidiir, bu durumda kirmizi renklidir ve 470 nm’de
maksimum absorbans verir. Boya proteindeki pozitif yiiklii gruplara baglandiginda
mavi renk alir ve 590 nm’de maksimum absorbans verir. Bu yontemde renk
olusumu 2 dakika sonra gerceklesir ve 1 saat stabil kalir. Bradford yontemine gore
protein tayini yapilirken kullanilan ¢ozeltiler ve standartlarin hazirlanis1 asagida

verilmistir.
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3.13.1. Coomassie Brillant Blue G250 Cozeltisinin Hazirlamsi

Coomassie Brillant Blue G250’ nin 100 mg’1 50 mL % 95°lik etil alkolde ¢oziildii.
Cozelti daha sonra 100 mL % 85’lik fosforik asitle karistirilarak hacmi distile su

ile 1 L’ye tamamlandi. Boya ¢ozeltisi daha sonra filtre kagidindan siiziildii.
3.13.2 Standart Protein Cozeltisinin Hazirlamsi

Protein standardi olarak sigir serum albumini (BSA) kullanildi. BSA’nin 1
mg/mL’lik stok c¢ozeltisi hazirlandi. Standart c¢ozeltiler bu stoktan 5-200 pg/mL

olacak sekilde ultra saf su ile seyreltilerek hazirlandi.
3.13.3. Yontem

Hazirlanan standart ¢ozeltilerden tiiplere 100’er pL. aktarildi, kore ise 100 pL ultra
saf su eklendi. Biitiin tiiplere 5’er mL Coomassie Brillant Blue G-250
cozeltisinden eklenerek karistirildi. ki dakika sonra standartlar 595 nm dalga
boyunda kore karst okundu ve protein standart grafigi ¢izildi. Denemeler boyunca
orneklerin protein tayini yukaridaki yontem kullamilarak belirlendi. Orneklerin
protein miktarlari, protein standart egrisinden elde edilen denklem kullanilarak

belirlendi.

3.14. inkiibasyon Siiresinin Etkisi

Enzim aktivitesi iizerine inkiibasyon siiresinin etkisini belirlemek i¢in gerekli
deney ortami Cizelge 3.8’de verildi. Farkli zaman araliklarinda (5, 10, 15, 20, 25
ve 30 dk) enzim substrat ile inkiibe edilerek, olusan rediiktdr seker miktar1 DNS
metodu ile dl¢iildii (Bernfeld, 1955).
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Cizelge 3.8. A. fumigatus HBF50’nin a-amilaz aktivitesi lizerine inkiibasyon

siiresinin etkisi

Reaksiyon Bilesenleri Ornek  Kor

% 1’lik Coziiniir patates nisastast1 100 uL. 100 puL

Enzim 100 uL =
55°C’de inkiibasyon

DNS 50l 50 pL

Enzim = 100 pL

Soguk su banyosunda inkiibasyon 2 dk 2 dk

Kaynar su banyosunda inkiibasyon 5 dk 5 dk

Soguk su banyosunda inkiibasyon 3dk 3dk

Distile su 500 uL 500 puL
530 nm dalga boyunda absorbans okunur

3.15. Enzim Aktivitesi Uzerine Sicakhgin Etkisi

a-Amilaz iizerine 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 Ol¢iildii. Her sicaklikta ortam pH’sim sabit tutmak icin Mcllvaine
tamponu pH 5.0’e ayarlandi ve % 10’luk stok c¢oziiniir nisastadan final
konsantrasyonu % 0.5 olacak sekilde (standart deney konsantrasyonudur)

tamponla seyreltilerek deney ortamina eklendi.
3.16. Enzim Stabilitesi Uzerine Sicakhgin Etkisi

A. fumigatus HBF50 o-amilaz farkli zaman araliklarinda, 10 mM pH 5.0
Mcllvaine tamponunda 25, 40, 55, 60, 70 ve 80°C’de inkiibe edildi.
Inkiibasyondaki enzim cozeltisinden belirli zaman araliklariyla drnekler alinarak
standart deney kosullar1 altinda aktivite Olciimii yapildi. Her bir deneme icin
baslangictaki aktivite dlciimii kontrol (100) olarak kabul edildi ve aktivite degisimi

kontrol degerine gore % deger olarak belirlendi.
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3.17. Enzim Aktivitesi Uzerine pH’nin Etkisi

A. fumigatus HBF50 a-amilaz iizerine pH’ nmin etkisini incelemek icin, standart
deney ortaminin pH’s1 0.5 birimlik araliklarla pH 3.0-8.5 araliginda ayarlandi.
Tampon cozeltileri olarak pH 3.0-6.5 icin 50 mM Mcllvaine tamponu, pH 7.0-7.5
icin 50 mM Sérensen fosfat tamponu ve pH 8.0-8.5 i¢in 50 mM Tris-HCI tamponu
kullanildi. Yiizde 5’lik ¢oziiniir stok nisastadan tamponlarla uygun seyreltmeler
yapilarak standart deney ortamina final konsantrasyonu % 0.5’lik olacak sekilde
eklendi. Enzim aktivitesi standart deney kosullarinda Olgiildii. Deney ortami

Cizelge 3.9°da verilmistir.

Cizelge 3.9. Enzim aktivitesi tizerine pH’nin etkisini incelemek i¢in kullanilan

deney ortamm

Deney bilesenleri Ornek  Kor
Coziiniir patates nisastasi (% 5) 20uL 20 pL
Tampon 80uL 180 uL
Enzim 100 uL -
Inkiibasyon (55°C) 20dk  20dk
DNS S50l 50 puL
Enzim - 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 500 uL 500 puL
530 nm dalga boyunda absorbans okunur

3.18. Enzim Stabilitesi Uzerine pH’nin Etkisi

A. fumigatus HBF50 o-amilazi farkli pH’larda (3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0) 40°C’de
inkiibe edildi. Tampon cozeltileri olarak pH 3.0-6.0 icin 50 mM Mcllvaine
tamponu, pH 7.0 icin 50 mM Sérensen fosfat tamponu ve pH 8.0 icin 50 mM Tris-
HCI tamponu kullanild.
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Bu islem i¢in, enzim belirtilen tampon ¢ozeltileri ile ayn1 pH’da olmasi i¢in uygun
sekilde seyreltmeler yapilarak hazirlandi. Enzim c¢ozeltisinden belirli zaman
araliklariyla ornekler alinarak standart deney kosullari altinda aktivite Ol¢limii

yapildi

Her bir deneme icin baslangigtaki aktivite Olciimii kontrol olarak kabul edildi

(100) ve aktivite degisimi kontrol degerine gore % deger olarak belirlendi.

3.19. Enzim Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonunun Etkisi

o-Amilaz aktivitesi optimum sicaklik (55°C), pH (5.0) ve sabit inkiibasyon
siiresinde (20 dk) farkli konsantrasyonlarda substrat (0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0, 1.2,
1.4, 1.6, 1.8 ve 2.0, mg/mL c¢oziiniir patates nisastasi) kullanilarak ol¢iildii.

Enzimin K, ve Vy,,x degerleri Lineweaver-Burk grafiginden hesaplandi.

3.20. Enzimin Substrat Spesifitesinin Belirlenmesi

Enzimin substrat spesifitesini belirlemek amaciyla maltoz, maltotrioz, rafinoz,
dekstrin, amiloz, amilopektin, glikojen, pirin¢ nisastasi, bugday nisastasi, misir
nisastas1 ve ¢oziiniir patates nigastasinin 50 mM pH 5.0 Mcllvaine tamponunda
hazirlanan % 1’lik ¢ozeltileri substrat olarak kullanildi. Enzim aktivitesi standart
deney kosullar1 altinda ol¢iildii. Coziinlir patates nisastasi i¢in Olglilen deger
kontrol olarak (100) kabul edildi ve aktivite degisimleri % deger olarak
hesaplandi. Deneyde kullanilan amiloz stok ¢ozeltisi diger substratlardan farkli

olarak asagidaki sekilde hazirlandi.

Bu islem i¢in 0.1 g amiloz tartildi ve 2 mL 0.5 N NaOH coziildi. Cozeltiyi
notiirlestirmek icin 2 mL 0.5 N HCI ilave edildi. Daha sonra 1 M pH 5.0
Mcllvaine tamponundan final konsantrasyonu 50 mM olacak sekilde ilave edildi.

Son hacim distile su ile 10 mL’ye tamamlandi.
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3.21. Enzim Aktivitesi Uzerine Metal iyonlar1 ve EDTA nmin Etkisi

Cesitli metal iyonlarinin (NaCl, KCI, LiCl, NH,Cl, CoCl,, MnCl,, MgCl,, NiCl,,
Hg,Cl,, CuCl,, BaCl,, ZnCl,, CaCl,, AlICl;, FeCls, Na,SeOs) ve EDTA’nin distile
su icerisinde 100 mM stok ¢ozeltileri hazirlandi.

Metal iyonlari ve EDTA 1, 5 ve 10 mM final konsantrasyonlarda deney ortamina
eklendi (Cizelge 3.10, 3.11 ve 3.12). Enzim aktivitesi standart deney kosullarinda
olciildi.

Bu deneyde kullanilacak % 2’lik ¢oziiniir patates nisastasi, 50 mM pH 5.0, 55°C
MES tamponunda hazirlandi. Deney ortamina final konsantrasyonu % 0.5°lik
olacak sekilde substrat ilave edildi. Metal iyonu icermeyen standart deney ortami
kontrol olarak (100) kabul edildi ve deney gruplarmnin kontrol degerine gore

aktivite degisimi % deger olarak belirlendi.

Cizelge 3.10. 1 mM metal iyonu i¢eren deney ortami

Deney bilesenleri Ornek  Kor
Coziiniir patates nisastasi (% 2) S50uL 50 uL
Metal iyonlar1 2 uL 2 uL
50 mM MES tamponu 48 uL 48 puL
Enzim 100 pL -
Inkiibasyon (55°C) 20dk  20dk
DNS S50l 50 pL
Enzim = 100 puL

Soguk su banyosunda inkiibasyon 2 dk 2 dk

Kaynar su banyosunda inkiibasyon 5 dk 5 dk

Soguk su banyosunda inkiibasyon 3dk 3dk

Distile su 500 pL. 500 pL
530 nm dalga boyunda absorbans okunur
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Cizelge 3.11. 5 mM metal iyonu i¢eren deney ortami

Deney bilesenleri Ornek  Kor
Coziiniir patates nisastasi (% 2) S0uL 50 puL
Metal iyonlar1 10puL 10 pL
50 mM MES tamponu 40 pL 40 pL
Enzim 100 uL -
Inkiibasyon (55°C) 20dk 20 dk
DNS S50l 50 uL
Enzim = 100 puL

Soguk su banyosunda inkiibasyon 2 dk 2 dk
Kaynar su banyosunda inkiibasyon 5 dk 5 dk
Soguk su banyosunda inkiibasyon 3dk 3dk

Distile su 500 puL. 500 pL
530 nm dalga boyunda absorbans okunur

Cizelge 3.12. 10 mM metal iyonu iceren deney ortami

Deney bilesenleri Ornek  Kor
Coziiniir patates nisastasi (% 2) S0uL 50 puL
Metal iyonlar1 20uL 20 pL
50 mM MES tamponu 30ul. 30 uL
Enzim 100 uL -
Inkiibasyon (55°C) 20dk 20 dk
DNS S50l 50 uL
Enzim = 100 puL

Soguk su banyosunda inkiibasyon 2 dk 2 dk

Kaynar su banyosunda inkiibasyon 5 dk 5 dk

Soguk su banyosunda inkiibasyon 3dk 3dk

Distile su 500 puL. 500 pL
530 nm dalga boyunda absorbans okunur
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3.22. Enzimin Tuz Toleransi

o-Amilazin tuz toleransimi belirlemek i¢in, enzim final konsantrasyonu 0.5, 1.0,
2.0, 3.0, 4.0 ve 5.0 M NaCl ile 4°C’de, 24 saat inkiibe edildi. 1nki'1basy0ndan sonra
standart deney kosullarinda enzim aktivitesi ol¢iildii. Baslangic aktivite oSl¢limii
kontrol (100) olarak kabul edildi ve aktivite degisimi kontrol degerine gore %

deger olarak belirlendi.

3.23. Enzim AKktivitesi Uzerine inhibitorler ve Denatiirantlarin Etkisi

Inhibe edici ajanlar ve denatiirantlarin enzim aktivitesi iizerine etkisini belirlemek
amaciyla; serin spesifik inhibitorii olan fenil metil siilfonil floriir (PMSF); siilfidril
rediikleyici ajan P-merkaptoetanol ve 1,4-dithiothreitol (DTT); sistein spesifik
inhibitorii ve siilfidril grubu oksitleyici ajan 5,5-dithiobis (2-nitrobenzoik asit)
(DTNB); sistein ve histidin alkilleyici iodoasetamid (IAA); triptofan spesifik
inhibitorii N-bromo suksinamit (NBS); karboksil grubu spesifik inhibitorii,
sikloheksil-N-(2-morfolinoetil)-karboimid metil-p-toluen-sulfonat (CMCO)
kullamildi. Ayrica, protein denatiirantt olan iire ve SDS kullanildi. PMSF, B-
merkaptoetanol, DTT, CMC, DTNB, IAA, NBS, iire ve SDS’nin 100 mM’lik stok
cozeltilerinden deney ortamina final konsantrasyonu 1 ve 5 mM olacak sekilde
eklendi (Cizelge 3.13 ve 3.14). Enzim ¢ozeltisi bu konsantrasyonlardaki inhibe
edici ajanlarla 40°C’de 30 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda geride kalan
enzim aktivitesi standart deney kosullar1 altinda belirlendi. Ayn1 kosullar altinda
inhibitor icermeyen standart deney ortami kontrol olarak (100) kabul edildi ve
deney gruplarmin kontrol degerine gore aktivite degisimi % deger olarak

belirlendi. Deneyde kullanilan stok ¢ozeltiler asagidaki sekilde hazirlandi.

-merkaptoetanol, DTT, NBS, CMC, IAA, iire ve SDS distile suda, PMSF n-
propanolde ve DTNB 0.1 M NaOH’ta ¢oziildii.
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% 2’lik ¢oziiniir patates nisastasi, 50 mM pH 5.0 Mcllvaine tamponunda hazirland:

ve deney ortaminda final konsantrasyonu % 0.5’lik olacak sekilde ilave edildi.

Cizelge 3.13. 1 mM inhibitor ve denatiirant iceren deney ortami

Deney bilesenleri Ornek Kor
50 mM Mcllvaine tamponu 48 uL 48 uL
Inhibe edici ajan 2 uL 2 uL
% 2’1ik Coziiniir nisasta - 50 uL
Enzim 100 puL -
Inkiibasyon siiresi (40°C) 30 dk 30 dk
% 2’lik Coziiniir nisasta 50 uL -
Inkiibasyon siiresi (55°C) 20 dk 20 dk
DNS S50ul 50 pL
Enzim - 100 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 500 uL 500 uL
Standart deney kosullarinda 6l¢iim yapildi

Cizelge 3.14. 5 mM inhibitor ve denatiirant iceren deney ortami

Deney bilesenleri Ornek Kor

50 mM Mcllvaine tamponu 40 L 40 pL
Inhibe edici ajan 10uL 10 pL
% 2’1ik Coziiniir nisasta - 50 uL
Enzim 100 puL -

Inkiibasyon siiresi (40°C) 30 dk 30 dk
% 2’lik Coziiniir nisasta 50 uL -

Inkiibasyon siiresi (55°C) 20 dk 20 dk
DNS 50ul 50 pL
Enzim - 100 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 500 uL 500 uL
Standart deney kosullarinda 6l¢iim yapildi
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3.24. Ham Nisasta Adsorpsiyonu

a-Amilazin nisastaya adsorpsiyon oranim belirlemek i¢in ¢oziiniir olmayan musir
nisastasi, pirin¢ nigastasi ve bugday nisastasi kullanildi. 1 g nisasta drnekleri distile
suda ¢oziindii. Daha sonra 2500 x g’de 10 dakika oda sicakliginda santrifiijlendi.
Dokeltideki ¢oziiniir nisasta kistmlar1 uzaklastirildi ve ¢okelti 2 mL saflastirilmg
enzimle karistiriddi. Enzim nisasta karisimi 4°C’de, 20 dakika manyetik
kanistiricida  karistirilarak  inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda enzim-nisasta
karisimi, 2500 x g’de 10 dakika 4°C’de santrifiijlendikten sonra, siipernatantta
enzim aktivitesi standart deney kosullarinda ol¢iildii. Adsorpsiyon orant asagidaki
formiil kullanilarak hesaplandi (Morita ve Fujio, 2000).

(0-R)

A0 (%)= %100

AO = Adsorpsiyon orani
O = Baslangic enzim aktivitesi

R = Geride kalan enzim aktivitesi

3.25. ince Tabaka Kromatografisi (TLC)

Nisastanin enzimatik hidrolizi sonucu olusan {iriinlerin analizi ve amilazin tipini
belirlemek i¢in ince tabaka kromatografisi (Alugram® Sil G/UV,54 0.2 mm, 5 x 10
cm, Germany) kullanild1 (Fontana vd., 1988). Bu islem i¢in 2 mL enzim ¢6zeltisi
ile 2 mL % 1’lik ¢oziiniir patates nisastas1 55°C’de 24 saat inkiibe edildi. Belirli
zaman araliklarinda (15, 30, 45, 60 dk ve 24 saat) enzim-nisasta karisimindan 500
uL almarak kaynar su banyosunda 10 dakika kaynatildi. Ornekler kullanihincaya
kadar 4°C’de saklandi. Standart olarak glukoz (G1), maltoz (G2), maltotrioz (G3),
maltotetroz (G4) ve maltopentoz (G5) kullanildi. Standart karisggmi 50 mM

Mcllvaine tamponunda % 0.1’lik olacak sekilde hazirlandi.
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Ince tabaka plaklarmin alt kismidan 0.5 cm’lik bir bosluk olacak sekilde ¢izgi
cizildi. Sonra standart, nisasta ve farkli zamanlarda inkiibe edilen orneklerden
mikropipetle 10 pL alinarak birer santim araliklarla plaklara uygulandi ve havada
kurutuldu. Hareketli faz i¢cin n-butanol: etanol: su (5: 3: 2) karisimi hazirland.
Ince tabaka kromatografi tankina (Sigma, Germany) bu karigimindan 15 mL
eklendikten sonra kurutulan plaklar tanka yerlestirildi, orneklerin yiiriitiilmesi
saglandi. Yiiriitme isleminden sonra ¢oziiciiniin aldigi yol olgiildii ve plaklar
havada kurutuldu. Boyama islemi icin siilfiirik asit: metanol (1: 9) karisiminda
hazirlanmis % 0.2’lik orsinol kullanildi. Sonra plaklar boya ¢ozeltisine batirilip
cikarildi ve havada kurumasi saglandi. Kuruyan plaklar 100°C’lik etiivde 10
dakika tutularak renk gelisimi saglandi. Olusan lekelerin aldigi yol Olgiildii.
Ornegin ve standartlarin aldig1 yol, ¢oziiciiniin aldig1 yola oranlanarak Rf degerleri
asagidaki formiile gore hesaplandi. Orneklerin Rf degerleri, standartlarin Rf
degerleri ile karsilagtirilarak enzim hidrolizi sonucunda olusan {iriiniin ve enzimin
tipi belirlendi.

Rf Ornegin aldigi yol

- Coziiciiniin aldigi yol
3.26. Verilerin Degerlendirilmesi

Protein standardi, maltoz standardi, V,,,x ve K., degerleri lineer regrasyon analizi
ile saptand1 (STATISTICA 8.0). Her deney ii¢ tekrar tizerinden yapildi. Gruplar
arasindaki farkin ve bu farkin hangi gruptan kaynaklandiginin belirlenmesi icin tek
yonlil varyans analizi (Duncan Testi) yapildi (STATISTICA 8.0). Kontrol grubu
ile deney grubu arasindaki farkin belirlenmesinde eslenmis orneklerde t-testi

uyguland1 (STATISTICA 8.0).
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4. BULGULAR

4.1. Funguslarin Amilolitik Taranmasi, Aflatoksin Testi ve Secimi

Adnan Menderes Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Molekiiler
Biyoloji Anabilim Dali Mikrobiyoloji Laboratuvar1 stok kiiltiirlerinde kayith
havadan izole edildikten sonra tanis1 yapilan 11 fungusun kalitatif amilaz tarama
sonuglar1 Cizelge 4.1°de verildi. Amilolitik tarama sonuglarina bakildiginda 7
tirde amilaz aktivitesi goriildii. Sekil 4.1°de amilolitik tarama icin pozitif ve
negatif sonuca birer 6rnek verildi. Daha sonra amilolik aktivite gosteren bu

tiirlerin aflatoksin iiretip iiretmedigi kontrol edildi.

Amilolitik tarama sonuglarinda amilaz aktivitesi gosteren 7 tiiriin (HBF38,
HBF46, HBF47, HBF50, HBF56, HBF96, HBF100) aflatoksin tiretip iiretmedigi
kontrol edildi. Cizelge 4.1’de goriildiigi gibi HBF38, HBF56 ve HBF100
aflatoksin testinde pozitif sonu¢ verdi. Sekil 4.2°de aflatoksin testinde pozitif ve

negatif sonuca birer 6rnek sunuldu.

UV altinda 151ma yapmayan tiirlerden en iyi amilaz aktivite gosteren Aspergillus
crystalliunus HBF46 olmasina ragmen sporulasyon siiresinin uzun olmasi ve
tiretiminin zor olmast nedeniyle, Aspergillus fumigatus HBF50 susu amilaz

tiretimi, saflagtirilmasi ve karakterizasyonu i¢in secildi.
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Cizelge 4.1. Funguslarin kalitatif amilolitik tarama ve aflatoksin test sonuglar1

Zon Capi
Fungus (Aktivite capy/ Aflatoksin
Koloni ¢api) Testi

Aspergillus fumigatus HBF96 1.56 Negatif
Aspergillus japonicus HBF97 - -
Aspergillus niger HBF98 - -
Aspergillus niveus HBF99 - =
Aspergillus sclerotiorum HBF100 1.29 Pozitif
Aspergillus versicolor HBF102 - -
Aspergillus terreus HBF38 1.10 Pozitif
Aspergillus crystalliunus HBF46 2.40 Negatif
Aspergillus glaber HBF47 1.90 Negatif
Aspergillus parasiticus HBF56 2.90 Pozitif
Aspergillus fumigatus HBF50 1.90 Negatif

Pozitif Negatif

(@) (b)

Sekil 4.1. Amilolitik aktivitenin taranmasi

(a) A. fumigatus HBF50 (b) A. versicolor HBF102
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Pozitif Negatif

(@) (b)

Sekil 4.2. Aflatoksin testi (a) A. terreus HBF38 (b) A. fumigatus HBF50
4.2. A. fumigatus HBF50’nin Biiyiime Egrisi ve Enzim Uretimi

A. fumigatus HBF50 nin bilyiime egrisi ve en iyi enzim iiretim zamanin saptamak
icin 12 giinliik inkiibasyon siiresince giinliik biyomas, pH, rediiktor seker ve enzim
aktivite Olclimleri yapilarak, elde edilen degerler Cizelge 4.2°de verildi.
Inkiibasyon siiresine bagli olarak biyomas miktari artarak, 8. giinde maksimum bir
degere ulastt ve 8. gilinden sonra azaldi (Sekil 4.3). Baslangicta 5.96 olan pH
enzim aktivitesinin en yiiksek oldugu giin 8.15 oldu (Sekil 4.3). Inkiibasyon
stiresine bagh olarak rediiktor seker miktar1 ilk 3 giin artarak, 3. giinden sonra
azalmaya devam etti (Sekil 4.4). Enzim aktivitesi ilk 3 giinde cok az bir artis
gosterip, 3. giinden sonra ise azaldi. 4. giinden itibaren artarak 10. giinde
maksimum degere ulasti ve 10. giinden sonra azald1 (Sekil 4.4). Olgiilen bu

degerler arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli (p<0.05) bulundu.
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Cizelge 4.2. A. fumigatus HBF50'nin 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. £S.H.) X pH (g/100 mL)
1 2794 + 18 a 923 £ 58 a 596 0.1717
2 8767 £ 265 b 1653 £ 83 bj 5.88 0.3493
3 21455 £ 175 c 2447 + 153 c 4.80 0.6472
4 18339 + 98 d 1262 £5 ab 5.87 0.7106
5 11032 + 159 © 1524 + 80 abd 5.00 0.8754
6 6429 + 60 f 2082 £ 76 cdj 5.71 1.1670
7 3397 £ 51 g 6899 + 398 e 7.80 1.2039
8 2582 +£ 54 ah 9325 +214 f 7.50 1.2481
9 2730 £ 48 a 10532 £ 21 g 7.94 1.2282
10 3323 £59 g 11667 £ 429 h 8.15 1.0984
11 2444 + 69 ah 9066 + 239 fi  8.20 1.1389

12 2360 + 58 h 8571 £299 1 831 1.0301
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).

14 - -
1,2
1,0
08
0,6
0,4

Biomas (g/100 mL)

0,2

O L N W b U1 OO N 00 O
pH

0,0 T T T T T T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

inkiibasyon Siiresi (Giin)

==@=—=Bjomas =ill=pH

Sekil 4.3. A. fumigatus HBF50'nin biiyiime egrisi ve kiiltiir ortaminin pH degisimi
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== Redliktor seker ~ =@=Enzim Aktivitesi

Sekil 4.4. A. fumigatus HBF50'nin kiiltiir ortamindaki rediiktor seker ve enzim

aktivite degisimi
4.3. Amilaz Uretimi Uzerine Sicakhgm ve pH'mn Etkisi

A. fumigatus HBF50'nin en iyi amilaz tirettigi sicaklik 30°C ve pH ise 4.0 olarak
bulundu. Sonuglar Sekil 4.5 ve 4.6’da gosterildi.



Voliim aktivite (U/mL)

1600
1400
1200
1000
800
600
400
200
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10 20 30 40 50 60
Sicaklik (°C)

Sekil 4.5. A. fumigatus HBF50'nin amilaz tiretimi {izerine sicakligin etkisi

Voliim aktivite (U/mL)

3000

2500

2000

1500

1000

500

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Sekil 4.6. A. fumigatus HBF50'nin amilaz iiretimi iizerine pH’nin etkisi
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4.4. Enzimin Saflastirilmasi

Optimum kosullarda iiretimi yapillan A. fumigatus HBF50'nin amilaz kiiltiir ortam
stiziilerek enzim kaynagi olarak kullanildi. Stiziintiideki amilazin saflastrilmasinda
ultrafiltrasyon, DEAE sepharoz CL-6B, fenil sepharoz CL-4B, ultrafiltrasyon ve
jel filtrasyon kromatografi adimlar1 kullanilarak saflastirildi ve saflastirma Cizelge
4.3’te sunuldu. Cizelgede goriildiigii gibi ultrafiltrasyon basamaginda enzim hem

konsantre edildi hem de % 59 verimle 1.08 kat saflastirild.

Ultrafiltrat, DEAE sepharoz CL-6B kolonuna uygulandifinda Sekil 4.7°de
goriildigii gibi baglanmayan proteinlerin biiyiik bir kismi kolonun tamponla
yikanmasi esnasinda cikti. Bu fraksiyonlarda enzim aktivitesi cok diisiik seviyede
bulundu. Enzimin kolona baglandigina karar verilerek, enzimin kolondan
cikarilmasi icin iyon siddeti arttirilarak NaCl (0-1 M) ile linear gradient yapildi.
Tuz gradientinin 0.55-0.70 M derisimlerine karsilik gelen 46-49. fraksiyonlarda
protein derisim ve enzim aktivitesi ¢ok yiiksek cikti. Bu yiiksek cikan fraksiyonlar
birlestirilerek enzim aktivitesi Ol¢iildiiginde enzimin % 25 verimle, 1.48 kat

saflastirildigi saptandi.

Aktif fraksiyonlar fenil sepharoz CL-4B kolonuna uygulandiginda Sekil 4.8’de
goriildiigii gibi baglanmayan proteinlerin ¢ok biiyiik bir kismi kolonun amonyum
stilfathl tamponla yikanmasi esnasinda ¢ikti. Bu fraksiyonlarda enzim aktivitesi
saptanmadi. Bu durum enzimin tamamen kolona baglandigin1 gostermektedir.
Enzimin kolondan ¢ikarilmasi icin amonyum siilfat derisimi azaltilarak (1-0 M) ile
negatif tuz gradient yapildi. Negatif tuz gradienti uygulamasi ile c¢ikan
fraksiyonlarda ¢ok az bir protein ¢ikist oldu. Ancak enzim aktivitesi saptanamadi.
Bu yiizden kolon tuz icermeyen tamponla yikanmaya devam edildi. Bu
uygulamayla protein ¢ikis1 artarak devam etti ve 53. fraksiyondan itibaren protein
cikis1 durdu. Protein ¢ikan bu fraksiyonlarda enzim aktivitesi 6l¢iildiigiinde 47-49.

fraksiyonlarda enzim aktivitesi diger fraksiyonlara gore yiiksek cikti.
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Bu yiiksek cikan fraksiyonlar birlestirilerek enzim aktivitesi 6l¢iildiigiinde enzimin
% 6 verimle, 3.15 kat saflastinldigi saptandi. Hidrofobik etkilesim
kromatografisinden ¢ikan bu fraksiyonlar ultrafiltrasyonla % 4.77 verimle, 2.49
kat saflastirilarak konsantre edildi. Bu 6rnek daha sonra sefadeks G-100 kolonuna
uygulandiginda Sekil 4.9’da  goriildigii  bir saflastirma profili  izledi.
Kromatografinin baslangicinda ¢ok az protein cikist goriildii. Fakat bu
fraksiyonlarda diisiik aktivite saptandi. Ancak, daha sonraki fraksiyonlarda protein
cikist ile birlikte enzim aktivitesi de yiikselmeye devam etti. Protein derigimini
azaldignr 25-30. fraksiyonlarda enzim aktivitesi diger fraksiyonlara gore cok
yiilksek c¢ikti. Bu yiiksek c¢ikan fraksiyonlar birlestirilerek enzim aktivitesi
ol¢iildiigiinde enzimin % 1.92 verimle, 3 kat saflastirildig1 saptandi. Elde edilen bu

fraksiyonlar birlestirilerek karakterizasyon caligmalarinda kullanild.



Saflastirma Basamaklari
Ham Filtrat
Ultrafiltrat (Ust sivi)
DEAE-Sepharoz CL-4B
Phenyl-Sepharoz CL-6B

Ultrafiltrat
Sefadeks G-100

Cizelge 4.3. A. fumigatus HBF50 a-amilazinin saflastiriimasi

Fraksiyon
Hacmi (mL)

550
15
21
33

3.7
29

Protein
(mg/mL)

0.0783
1.568
0.342
0.025

0.223
0.0095

Total Protein Enzim Aktivitesi

(mg)
43.07
23.52
7.19
0.83

0.83
0.28

(U/mL)
57181
123560
743
5758

40640
2088

Total Aktivite
U

3149575
1853400
780413
189997

150366
60559

Spesifik aktivite
(U/mg protein)

73129
78801
108617
230299

182262
219815

Verim Saflastirma

(%)
100
59
25

6.03

4.77
1.92

Katsayisi
1
1.08
1.48
3.15

2.49
3.00
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Sekil 4.7. Iyon degisim kromatografisi (DEAE sepharoz CL-6B)
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Absorbans (280 nm)
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Sekil 4.8. Hidrofobik etkilesim kromatografisi (Fenil sepharoz CL-4B)
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Absorbans (280 nm)
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Sekil 4.9. Jel filtrasyon kromatografisi (Sefadeks G-100)
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4.5. Elektroforez ve Zimografi

Bu enzimin safligim, molekiill agirhigin1 ve ka¢ alt {initeye sahip oldugunu
saptamak icin SDS-PAGE yapildi. Sekil 4.10°da goriildiigii gibi her saflagtirma
adiminda protein bantlarinin sayisinin gittikce azaldigi goriilmektedir. En son
adimda ise iki protein bandi goriilmektedir. Bu bantlardan hangisinin a-amilaz
olduguna karar vermek icin SDS-PAGE’te enzimin goriintiilenmesi i¢in zimografi
yapildi. Zimografi sonras1 yapilan 6l¢iimler sonucunda 2. bandin a-amilaz oldugu
ve nisastanmin hidrolizinden sorumlu enzimin tek bir monomere sahip oldugu
belirlendi. Ayrica, protein standartlarimin Rf degerleri ile molekiil agiliklarinin

logaritmasi alinarak standart grafigi cizildi (Sekil 4.11).

Bu grafigin denklemi y= -1.4859 + 5.18, tamamlayicilik katsayis1 R*=98.8
bulundu. Bu denklemden yaralanarak enzimin molekiil agirliklar1 hesaplandi.

Buna gore a-amilazin molekiiler agirlig1 yaklagik olarak 55 kDa olarak hesaplandi.



S UF DEAE FS JF 59

~ 4— 55kDA —p

Sekil 4.10. A. fumigatus HBF50 a-amilazimin zimografi ve elektroforez goriintiileri

log MA

5,10
5,00
4,90
4,80
4,70
4,60
4,50
4,40

A: SDS-PAGE, B: SDS-PAGE zimografi, (S: Standart, 205 kDa
miyozin, 116 kDa [-galaktozidaz, 97 kDa fosforilaz B, 66 kDa
albumin, 45 kDa albumin, 29 kDa karbonik anhidraz, UF: Ultrafiltrat,
DEAE: DEAE sepharoz, FS: Fenil sefaroz, JF: Jel filtrasyonu)

L &
7 y=-1,4859x + 5,18
i R?=0,988
0,10 0,20 0,30 0,40 0,50

Rf

Sekil 4.11. SDS-PAGE protein standart egrisi
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4.6. Maltoz Standardi

a-Amilazin nisastayr hidrolizleyerek olusturdugu rediiktor seker miktarimi
saptamak icin, DNS metodu kullamldi. Maltoz standart ¢ozeltilerinin
spektrofotometrik olarak absorbanslar1 olciildii. Konsantrasyona karsi absorbans
grafigi, linear regresyon analiziyle ¢izildi (Sekil 4.12). Konsantrasyonu bilinmeyen
ornegin maltoz konsantrasyonu, grafik denklemden hesaplandi. Grafigin denklemi

y = 0.0003x — 0.1023, regrasyon katsayis1 R*= 0.9988 dir.

1,2
1,0

y =0,0003x - 0,1023
R?=0,9988
0,8 -

06 -
04 -

Absorbans (OD530)

0,2 -
0,0 T T T T 1
0 1000 2000 3000 4000 5000

Maltoz Konsantrasyonu (imol/mL)

Sekil 4.12. Maltoz standart egrisi

4.7. Protein Tayini

Fermentasyon ortaminin ve saflagtirmanin her basamaginda protein tayini yapildi.
Orneklerin protein konsantrasyonlarini saptamak icin, standart olarak sigir serum
albumini kullanilarak konsantrasyona karsi absorbans grafigi linear regresyon
analiziyle ¢izildi (Sekil 4.13). Bilinmeyen Ornegin protein konsantrasyonu bu

grafigin denkleminden (y =0.0013x + 0.0092, R* = 0.9926) hesaplandh.
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0,6 -
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0,1 -
0+
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y =0,0013x + 0,0092
R?2=0,9926

Absorbans (595 nm)

Sekil 4.13. Protein standart egrisi
4.8. inkiibasyon Siiresinin EtKkisi

Enzim ve substrat farkli zaman araliklarinda inkiibasyona birakildiklarinda ilk 20
dakikada enzim aktivitesi zamana bagl olarak dogrusal olarak artmaktadir (Sekil
4.14 ve Cizelge 4.4). Ancak zamaninin artis1 ile enzim aktivitesi dogrusalliktan
sapmaktadir. Bu nedenle standart enzim aktivite deneyleri 20 dakikalik
inkiibasyonlarda yapildi. Inkiibasyon periyodlar1 arasindaki fark istatistiksel olarak
onemlidir (p<0.05).

Cizelge 4.4. A. fumigatus HBF50’nin a-amilaz aktivitesi iizerine inkiibasyon

stiresinin etkisi

' Enzim aktivitesi (U/mL)
Inkiibasyon Siiresi (dk) (ORT. =S.H.) X
5 1688 £ 271 a
10 2487 £ 89
15 4204 £218 be
20 5402 + 463 cd
25 5183 £ 538 bd

30 3688 + 389 e
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Sekil 4.14. Inkiibasyon siiresinin enzim aktivitesi iizerine etkisi

4.9. Enzim Aktivitesi Uzerine Sicakhigin Etkisi

a-Amilaz aktivitesi tizerine sicakligin etkisini belirlemek icin 10 ile 80°C arasinda
5°C’lik araliklarla aktivite ol¢timleri yapildi. Sonuglar Cizelge 4.5 ve Sekil 4.15°te
gosterildi. Enzim aktivitesi 10°C’de en diisiik degerde olup, sicakligin kademeli
olarak yiikseltilmesiyle aktivite dogrusal bir sekilde artarak 55°C’de maksimum
seviyeye ulasti. Sicakhi§in daha iist seviyelere yiikseltilmesiyle, aktivitenin hizla
diistiigii  goriildii. 55°C’deki maksimum enzim aktivitesi ile diger tiim
sicakliklardaki enzim aktiviteleri arasindaki fark istatistiksel olarak Onemlidir
(p<0.05). Maksimum enzim aktivitesi 100 olarak kabul edildiginde, 45, 50 ve
60°C’lerde aktivite degisimi sirasiyla % 71, 90 ve 60 oldugu goriildii.
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Cizelge 4.5. A. fumigatus HBF50’nin a-amilaz aktivitesi iizerine sicakligin etkisi

Enzim Aktivitesi (U/mg protein) %
Sicaklik (°C) (ORT. £S.H.) X Aktivite

10 90106 + 2895 a 20
15 103414 + 3604 ab 23
20 108127 +2999 ac 24
25 138347 + 6484 d 30
30 167181 3812 © 37
35 188529 + 9869 ef 41
40 206273 £ 6671 f 45
45 326044 + 19875 g 71
50 411159 + 6267 h 90
55 456628 + 12034 1 100
60 275308 £9712 i 60
65 180489 + 7683 e 40
70 131416 + 6723 cd 29
75 121712 £ 1000 bed 27
80 115058 + 555 acd 25

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).

Aktivite (U/mg protein) x10*
B R NN W WS B O
o >ho v o oo o
J I S I I I S I R E—|

o wun

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85
Sicaklik (°C)

Sekil 4.15. A. fumigatus HBF50’nin a-amilaz aktivitesi lizerine sicakligin etkisi



64

4.10. Enzim Stabilitesi Uzerine Sicakhgin Etkisi

a-Amilaz stabilitesi lizerine sicakligin etkisi ile ilgili sonuglar Cizelge 4.6, 4.7 ve
Sekil 4.16, 4.17°de gosterildi. Enzim stabilitesi {iizerine sicakligin etkisini
belirlemek amaciyla enzim, farkli sicakliklarda (25, 40, 55, 60, 70 ve 80°C)
inkiibe edildi. Enzim c¢o6zeltisinden belli zaman araliklarinda ornekler alinarak
aktivitesi tayin edildi ve kontrol degerine gore kalan enzim aktivitesi % olarak

belirlendi.

a-Amilazin 25 ve 40°C’de 24 saatlik inkiibasyonda kontrole goére enzim
aktivitesindeki degisim istatistiksel olarak onemli olmadig1 goriildii. 55°C’de 15,
30 ve 60 dakikalik inkiibasyonlar sonunda kontrol ile arasindaki farklarin
istatistiksel olarak ¢nemli oldugu (p<0.05), 60 dakika sonunda aktivitesinin %
35’nin korundugu goriildii. 60, 70 ve 80°C’lerde ise ilk 15 dakikada aktivitede
onemli bir diisiis oldugu saptandi.



Inkiibasyon
siiresi
Kontrol
15 dk
30 dk
60 dk
6 saat
12 saat
24 saat

Cizelge 4.6. A. fumigatus HBF50 a-amilazinin farkli sicakliklardaki stabilitesi

25°C
(ORT. £8S. H.)

3513 £ 163
3794 + 80
3771 £7
3316 +24
3326 +27
3316 176
3309 £ 82

X

OO YD

40 °C
(ORT. £8. H.)
5256 £ 1794
5317 £ 1916
5954 + 2240
6041 + 2153
4602 + 1688
5992 + 2233
5030 + 1875

=R R I CIURE U UV

Farkh sicakliklarda enzim aktivitesindeki degisim

55°C
(ORT. £8S. H.)
279466 + 9712
247305 = 10436
151378 £ 0
97314 + 1663

X
a
b
b
b

60 °C
(ORT. £8S. H.)
279466 + 9712
137515 + 1000

X
a
b

70 °C
(ORT. £8S. H.)
279466 = 9712
98423 +3124

X
a
b

80 °C
(ORT. £8S. H.)
279466 + 9712
90106 + 2464
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Cizelge 4.7. A. fumigatus HBF50 a-amilazinin farkli sicakliklarda geride kalan
aktivite ylizdesi

Geride kalan aktivite %
nkiibasyon siiresi 25°C 40°C 55°C 60°C 70°C 80°C

Kontrol 100 100 100 100 100 100
15 dk 108 101 88 49 35 32
30 dk 107 113 54 - = =
60 dk 94 115 35 - - -
6 saat 95 88 - - - -

12 saat 94 114 - - - -

24 saat 94 96 - - - -

140 -

X 120

2

S 100

-

s 80

]

< 60

3

8 40

& 20
0 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70

Zaman (dk)

=¢=25C =@=40C =A=55C ==60C =i=70C =0-80C

Sekil 4.16. a-Amilazin farkli sicakliklarda geride kalan aktivite yiizdesi
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120
100
W

80 -

40 -

Geride kalan aktivite %
(o))
o
1

20 -

0 T T T 1
0 6 12 18 24

Zaman (saat)

=¢—25C =li=40C

Sekil 4.17. a-Amilazin 1 giinliik geride kalan aktivite ylizdesi
4.11. Enzim Aktivitesi Uzerine pH’nin Etkisi

a-Amilaz aktivitesi tizerine pH’nin etkisiyle ilgili sonuclar Cizelge 4.8 ve Sekil
4.18’de gosterildi. Enzim aktivitesi pH 3.0’te en diisiik seviyede olup, pH’daki
0.50’ser birimlik artiglarla beraber enzim aktivitesi de istatistiksel olarak onemli
bir artig gosterdi. Enzim aktivitesi pH 5.0’te maksimum seviyeye ulasti. pH 5.5’tan
itibaren enzim aktivitesi 6nemli bir diisiis gosterdi. Her ne kadar maksimum enzim
aktivitesi pH 5.0’te goriildii ise de, pH 4.0, 4.5, 5.5, 6.0 ve 6.5’te maksimum
aktivitenin, sirasiyla % 78, 94, 86, 83 ve 74’1 goriildii.



Cizelge 4.8. A. fumigatus HBF50 a-amilaz aktivitesi tizerine pH'nin etkisi

Enzim aktivitesi (U/mg protein) %
pH (ORT. =S.H.) x Aktivite
3.0 94819 + 5194 a 16
3.5 202669 + 6193 b 33
4.0 474649 + 6193 ch 78
4.5 569468 + 7763 d 94
5.0 608837 +3149 © 100
5.5 525663 +21948 f 86
6.0 505146 + 22340 cf 83
6.5 451637 + 13368 h 74
7.0 362086 + 10623 g 59
7.5 281684 + 3668 1 46
8.0 2287299 + 9373 b 38
8.5 1951829 + 2464 b 32

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).

50 -
40 -
30 -
20 -

10 -

Aktivite (U/mg protein) x 10*

pH

Sekil 4.18. a-Amilaz aktivitesi iizerine pH nin etkisi
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4.12. Enzim Stabilitesi Uzerine pH’nin Etkisi

Enzim stabilitesi iizerine pH’nin etkisi ile ilgili sonuglar Cizelge 4.9, 4.10 ve Sekil
4.19, 4.20’de gosterildi. pH 3.0’te ilk 30 dakikalik inkiibasyonda higbir enzim

aktivitesi saptanamadi.

pH 4.0’te ilk 30 dakikadaki diisiis istatistiksel olarak Onemsiz, ancak diger
inkiibasyon periyodlarindaki diigiis onemli bulundu. 24 saatin sonunda aktivitenin
% 49’u geri elde edildi. pH 5.0’te ilk 30 dakikadaki enzim aktivitesindeki artisin
kontrol ile istatistiksel olarak 6nemli oldugu goriildii (p<0.05). 60. dakikada enzim
aktivitesi kontrole gore onemsiz, diger inkiibasyonlarda ise enzim aktivitesindeki
azalis 6nemli bulundu. pH 6.0’da ilk 30 dakikadaki enzim aktivitesindeki artigin
kontrol ile istatistiksel olarak Onemli oldugu goriildi (p<0.05). Diger
inkiibasyonlarda ise enzim aktivitesindeki degisimin kontrole gore 6nemsiz oldugu
goriildii. pH 7.0 ve pH 8.0°de 24 saatlik inkiibasyondaki enzim aktivitesinin

degisimi kontrole gére 6nemsiz oldugu goriildii.



Cizelge 4.9. A. fumigatus HBF50 a-amilazinin farkli pH’lardaki stabilitesi

Zaman pH 4.0
(ORT. = S. H.)
0 1749 +25
30 dk 1619 + 117
60 dk 993 + 20
12 saat 895 + 30
24 saat 853 +28

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

”

a
b
b

b

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

pH 5.0
(ORT. £S. H.)

2032 + 82
2415 +£20
2168 +£89
1527 £49
1186 + 28

o & M

(S

pH 6.0

(ORT. £S.H.)

2151 +39
2449 +74
2328 £ 37
2259 + 58
2150 £ 63

o & M

pH 7.0
(ORT. +S.H.)

1525 £ 30
1611 + 120
1668 + 129
1403 + 133
1401 £23

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

(S

(S

pH 8.0
(ORT. £S. H.)

119771 £ 6131
121712 + 3881
123930 + 5412
123930 + 6808
125871 + 3474

Cizelge 4.10. A. fumigatus HBF50 a-amilazinin farkli pH'larda geride kalan aktivite yiizdesi

Inkiibasyon

Siiresi
0
30 dk
60 dk
12 saat
24 saat

Farkh pH’lardaki geride kalan aktivite %

pH 4.0
100
93
57
51
49

pH 5.0 pH 6.0
100 100
119 114
107 108
75 105
58 100

pH 7.0
100
106
109
92
92

100
102
103
103
106

pH 8.0

o M

o

(S

0L



Geride kalan aktivite %

Geride kalan aktivite %

140 -
120
100
80
60
40 -

0 T T T T T T

71

0 10 20 30 40 50 60
Zaman (dk)

=9=pH4.0 —=M=pHS5.0 =A=pH6.0 ==pH7.0 ==k=pHS8.0

Sekil 4.19. a-Amilazin farkli pH’lardaki (4.0-8.0) stabilitesi

120

100

80

60

20 A

70

0 5 10 15 20 25

Zaman (saat)

=4—pH4.0 =M=pH50 =A=pH6.0 ==pH7.0 =3=pHS8.0

Sekil 4.20. a-Amilazin farkli pH’lardaki (4.0-8.0) stabilitesi

30
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4.13. Enzim Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonunun Etkisi

a-Amilaz  aktivitesi iizerine substrat (cOziiniir patates nisastasi)
konsantrasyonunun  etkisi =~ Cizelge 4.11’de  gosterildi.  Substrat
konsantrasyonunun 0.2 mg/mL’den, 4.0 mg/mL’ye kadar belli bir oranda
artirdmast ile enzim aktivitesinin kademeli olarak arttigi ve bu degerler
arasindaki farkin da istatistiksel olarak ©nemli oldugu goriildii. Substrat
konsantrasyonuna kars1 enzim aktivite grafigi ¢izildiginde enzimin Michaelis-
Menten kinetigi izledigi goriilmektedir (Sekil 4.21). a-Amilazin maksimum
hizimt (V) ve Michaelis-Menten sabitesini (Km) saptamak icin, Lineweaver-
Burk y = ax + b dogru grafiginden yararlamldi. Lineweaver-Burk grafigi,
1/V’ye kars1 1/[S] olarak ¢izildi (Sekil 4.22). Bu grafigin dogru denklemi ise, y
= 0.00017x + 0.00011 olarak, tamamlayicilik katsayist (R?) ise 0.99 bulundu.
Denklemde dogrunun dikey ekseni kestigi nokta 1/Vy, = 0,00011 degerini
verdiginden, V. degeri 9091 U/mL olarak hesaplandi. Dogrunun yatay
ekseni kestigi nokta ise, -1/Km = -0.647 degerinde olup, Km degeri 1.55
mg/mL olarak bulundu.

Cizelge 4.11. A. fumigatus HBF50 a-amilaz aktivitesi iizerine substrat

(¢Oziiniir patates nigastasi) konsantrasyonunun etkisi

v
[S] (Ort+S.H.)
0.2 1091+39
04 1828+39

X v 1/[S]
a 0.000916 5.00
b 0.000547 2.50
0.6 2403 +38 c 0.000416 1.67
0.8 308055 d 0.000325 1.25
1.0 3539 +47 e 0.000283 1.00
1.2 3819 +63 f 0.000262 0.83
1.4 3947 +91 f 0.000253 0.71
1.6 4655+194 h 0.000215 0.63
20 5153+117 1 0.000194 0.50
4.0 4605 =59 h 0.000217 0.25
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6000 -
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4000 ~
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2000 -

V (U/mg protein)

1000 -
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Sekil 4.21. o-Amilaz aktivitesi iizerine substrat konsantrasyonunun etkisi

(Michaelis-Menten Grafigi)

0,0010
__0,0008 -
=)
=
g 00006 -
o
= 10,0004 -
£ y =0,00017x +0,00011
20,0002 R?=0,99
-
N T T T T T 1
-1 0 1 2 3 4 5 6
1/S](mL/mg)

Sekil 4.22. a-Amilaz aktivitesi iizerine ¢Oziiniir patates nisasta

konsantrasyonunun etkisi (Lineweaver-Burk Grafigi)
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4.14. Enzimin Substrat Spesifitesinin Belirlenmesi

a-Amilazin substrat spesifitesi Cizelge 4.12’de gosterildi. Enzimin substrat
spesifitesini belirlemek amaciyla % 0.5 ve % 1’°lik maltoz, maltotrioz, rafinoz,
dekstrin, amiloz, amilopektin, glikojen, piring nisastasi, bugday nisastasi, misir
nigastast ve ¢Oziiniir patates nisastast kullamildi. Coziinlir patates nisastasi

kontrol olarak kullanildi.

Denenen substratlarin igerisinde rafinoz hari¢, enzimin tiim substratlarla
aktivite gosterdigi goriildii. Ayrica, substratlar icerisinden kontrol grubuna

gore en iyi enzim aktivitesi maltoz, maltotrioz, dekstrin ve amilozda saptandi.



Substrat
Coziiniir Patates Nisastas1
Amiloz
Amilopektin
Glikojen
Maltoz
Maltotrioz
Dekstrin
Rafinoz
Bugday Nisastasi
Misir Nisastasi
Pirin¢ Nisastasi

%0.5

Enzim Aktivitesi (U/mg protein)

(ORT. +£8S. H.)
265327 £ 3751
340461 + 12762
204886 + 5268
204886 + 5268
517068 + 8541
371235 £ 19336
400624 + 13259

00
280853 £+ 30501
249801 + 17620
254791 + 6537

® ® ®» OO0 O O o O T & K

%

100
128
71

77

195
140
151

106
94
96

Cizelge 4.12. A. fumigatus HBF50 a-amilazinin substrat spesifitesi

%1

Aktivite Enzim Aktivitesi (U/mg protein)

(ORT. £8S. H.)
305528 + 3604
321608 + 2731
206273 + 6496
245365 + 1441
912424 + 8657
808733 + 52257
430844 + 13446

00

321608 + 6081
350442 + 14615
255346 + 10876

® ® ®» OO0 O O o O & & MK

%

Aktivite

100
105
68
80
299
265
141

105
115
84
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4.15. Enzim Aktivitesi Uzerine Metal iyonlar1 ve EDTA nmin Etkisi

a-Amilaz aktivitesi iizerine metal iyonlarinin (NaCl, KCl, LiCl, NH,Cl, CoCl,,
MnClL,, MgCl,, NiCl,, Hg,Cl,, CuCl,, BaCl,, ZnCl,, CaCl,, AlCl;, FeCls,
Na,SeOs3) ve EDTA’nin etkisi ile ilgili sonuclar Cizelge 4.13 ile Sekil 4.23,
4.24,4.25 ve 4.26’da gosterildi.

Mn** ve Co* iyonlarimn 1, 5 ve 10 mM’lik konsantrasyonlar: a-amilaz
aktivitesini kuvvetli bir sekilde aktive etti. 1, 5 ve 10 mM konsantrasyonlarda,
Mn®* icin sirasiyla % 208, 181 ve 143, Co™ icin ise, % 140, 182, 132 olarak
ol¢tildii. Kontrol grubuyla aralarindaki fark istatistiksel olarak 6nemli bulundu
(p<0.05). Cu**, Fe** ve AI’”un 1mM’lik konsantrasyonlar1 enzim aktivitesini
cok fazla etkilemezken 5 ve 10 mM’lik konsantrasyonlar1 enzim aktivitesini
onemli bir sekilde diisiirdii. Hg*’nin 1 mM konsantasyondaki geride kalan
aktivitesi % 45 iken, diger konsantrasyonlarda ise Hg** enzimi tamamen inhibe
etti. Diger metal iyonlar ise, kontrole gore enzim aktivitesinde bir azalma

gostermelerine ragmen, enzim aktivitesini ¢ok fazla etkilemedigi goriildii.



Cizelge 4.13. A. fumigatus HBF50 a-amilazinin farkli metal iyon konsantrasyonlarindaki enzim aktivitesi

Metal iyonu

Kontrol
MnCl,
Co(Cl,
CaC(Cl,
BaCl,
ZnCl,
NaCl
KCl
Mg(l,
NiCl,
NH,C]
LiCl,
Na,SeO;
Cu(Cl,
FeCl;
AlCl3
Hg(l,
EDTA

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

1 mM
(ORT. £S.H.)

650702 + 14889

1355467 + 21445

910760 + 12458
701161 + 16383
644602 + 26879
659019 + 13937
507642 + 1818
513464 + 8350
511523 + 1271
520118 + 17646
501265 + 23693
504037 + 12894
479639 £ 9039
402010 * 12075
621591 + 25977
664564 + 20447
295547 + 8648
392861 + 8859

X
a
b
b
b
a
a
b
b
b
b
b
b
b
b
a
a
b
b

% Aktivite

100
208
140
108
99
101
78
79
79
80
77
77
74
62
96
102
45
60

5SmM
(ORT. £S.H.)

650702 + 14889
1178305 + 18798
1182186 + 12396
480471 + 12387
564477 + 13937
457737 £ 12265
622422 + 3124
556714 + 12085
609669 + 11323
553942 + 1271
570854 + 15958
580003 + 4304
526217 +20216
106741 + 21903
130861 + 1544
96482 + 1731
0+0
467163 + 9039

X
a
b
b
b
b
b
a
b
b
b
b
b
b
b
b
b
b
b

% Aktivite
100
181
182
74
87
70
96
86
94
85
88
89
81
16
20
15

0
72

10 mM
(ORT. £S.H.)

650702 + 14889
932386 + 15246
857529 + 5082
704488 + 22339
565864 + 2417
472154 £ 21638
603846 + 8644
683694 + 5998
422249 + 8541
237879 + 4401
592202 + 10164
622977 + 2201
371235 + 5461
90660 + 1731
0+0
91215 + 3269
0£0
474005 £ 2401

X
a
b
b
b
b
b
b
b
b
b
b
a
b
b
b
b
b
b

%0
Aktivite
100
143
132
108
87
73
93
105
65
37
91
96
57
14
0
14
0
73

LL
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250 ~

100

50 A

Geride kalan aktivite %

Konsantrasyon (mM)

=f=Nn =fl=Ba =—=Ca ==Co ==le=1Zn

Sekil 4.23. a-Amilaz aktivitesi tizerine Mn, Ba, Ca, Co ve Zn iyonlarinin etkisi

120
X 100
P
2 4
£ 80
©
S 60 -
©
3
o 40 -
h=l
& 20 -

O T T T T T T T T T 1

Konsantrasyon (mM)

=¢=Ni =lll=Mg =fr=L|i ==K =die=NH4 =@=Na ==t=Se

Sekil 4.24. o-Amilaz aktivitesi iizerine Ni, Mg, Li, K, NH;, Na ve

Na,SeOj; iyonlarmin etkisi



Geride kalan aktivite %

120

100

80

60

40

20
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Konsantrasyon (mM)

=¢—Fe —fl=Hg A=Al =>=Cu

Sekil 4.25. a-Amilaz aktivitesi tizerine Fe, Hg, Al ve Cu iyonlarinin etkisi

Geride kalan aktivite %

120

100

80

60

40

20

EDTA (mM)

Sekil 4.26. a-Amilaz aktivitesi tizerine EDTA nin etkisi
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4.16. Enzimin Tuz Toleransi

a-Amilazin tuz tolerans1 Cizelge 4.14 ve Sekil 4.27°de gosterildi. 1 saatlik
inkiibasyondan sonra a-amilaz aktivitesi denenen tiim tuz konsantrasyonlarinda
kontrol grubuna goére Onemli bir artig gosterdi (p<0.05). 0.5-2.0 M NaCl
konsantrasyonlarindaki enzim aktivitesinde kademeli bir arti oldu. Tuz
konsantrasyonun arttirilmasi ile aktivitede yavas yavas bir azalma goriildii. Ancak

5.0 M’daki deger ile kontrol arasindaki fark onemsiz oldugu saptandi.

Cizelge 4.14. A. fumigatus HBF50 a-amilazinin tuz toleransi

NaCl Enzim aktivitesi (U/mg protein) %
Konsantrasyonu (M) (ORT. £S.H.) x Aktivite
Kontrol 310241 £ 480 a 100
0.5 432507 + 8414 b 139
1.0 474372 + 20466 b 153
2.0 488234 + 23948 b 157
3.0 418090 + 19620 b 135
4.0 374008 £+ 12161 b 121
5.0 324380 + 8331 a 105

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).

180
160 -
140 -
120 -
100
80 -
60 -
40 -
20 -

Aktivite %

Nacl (M)

Sekil 4.27. a-Amilaz aktivitesi iizerine NaCl konsantrasyonunun etkisi
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4.17. Enzim Aktivitesi Uzerine inhibitorler ve Denatiirantlarin Etkisi

Enzim aktivitesi iizerine inhibitorler ve denatiirantlarm etkisi Cizelge 4.15, 4.16,

Sekil 4.28 ve 4.29’da sunulmustur.

Triptofan spesifik inhibitorii olan NBS, denenen tiim konsantrasyonlarda enzimi
inhibe etti. Serin inhibitorii olan PMSF’nin 1mM’lik konsantrasyonundaki enzim
aktivitesinde az miktar artig goriildii ve kontrol grubu ile arasindaki farkin
istatiksel olarak Onemsiz oldugu bulundu (p<0.05). PMSF’nin 5 mM’hik
konsantrasyonundaki enzim aktivitesinde % 46’lik bir azalma goriilmiis ve kontrol

grubu ile arasindaki farkin istatiksel olarak énemli oldugu bulundu (p<0.05).

SH-grubu rediikleyici ajan1 olan p-merkaptoetanol ve DTT’nin 1 mM’lik
konsantrasyonundaki enzim aktivitesinde sirasiyla % 20 ve 44’liik bir artig goriildii
ve kontrol grubuyla arasindaki fark istatiksel olarak onemli bulundu (p<0.05). B-
merkaptoetanol ve DTT’nin 5 mM’lik konsantrasyonundaki enzim aktivitesinde

strastyla % 24 ve 8’lik bir azalma goriildii.

Karboksil grubu spesifik inhibitérii olan CMC’nin 1 mM ve 5 mM’lik
konsantrasyonundaki enzim aktivitelerinde sirasiyla % 8 ve 35°lik bir azalma
goriildii ve kontrol grubuyla arasindaki fark istatiksel olarak onemli oldugu

bulundu (p<0.05).

Sistein spesifik inhibitorii ve ayn1 zamanda siilfidril grubu oksitleyici ajam1 olan
DTNB’nin 1 mM’lik konsantrasyonundaki enzim aktivitesinde % 9’luk bir azalma
goriildii. Ancak 5 mM’lik konsantrasyonundaki enzim aktivitesinde % 66’lik artis
goriildii ve kontrol grubuyla arasindaki fark istatiksel olarak onemli oldugu
bulundu (p<0.05). Sistein ve histidin alkilleyici ajani olan IAA’nmin 1 mM ve 5
mM’lik konsantrasyonundaki enzim aktivitelerinde sirasiyla % 9 ve 43’liikk bir
azalma goriildii ve kontrol grubuyla arasindaki fark istatiksel olarak 6nemli oldugu

bulundu (p<0.05).



82

Protein denatiirant1 olan iire ve SDS’nin 1 mM’lik konsantrasyonlari enzim
aktivitesini etkilemezken, 5 mM’lik konsantrasyonlar1 enzim aktivitesinde
strastyla % 36 ve 37’lik bir azalmaya neden oldu ve kontrol grubuyla arasindaki

fark istatiksel olarak 6nemli oldugu bulundu (p<0.05).



Cizelge 4.15. A. fumigatus HBF50 a-amilaz aktivitesi iizerine farkli konsantrasyonlardaki inhibitorler ve denatiirantlarin etkisi

inhibitor Farkh inhibitor konsantrasyonlarinda geride kalan aktivite %
Konsantrasyon PMSF Dithiothreitol CMC p-merkaptoetanol DTNB
(mM) (ORT.xS.H.) x % (ORT. £ S.H.) X % (ORT.xS.H) x % (ORT. +£8S. H.) X % (ORT.£S.H) x %
Kontrol 341015 £ 2201 a 100 341015+ 2201 a 100 341015 2201 a 100 341015 + 2201 a 100 341015 2201 a 100
1 347669 + 2881 a 102 490729 +13976 b 144 313568 +3361 b 92 410882 + 8997 b 120 308855 +4027 b 91
5 185202 + 5268 b 54 314954 +5789 a 92 220135+6814 b 65 259504 + 12559 b 76 566418 + 12596 b 166

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).

Cizelge 4.16. A. fumigatus HBF50 a-amilaz aktivitesi iizerine farkli konsantrasyonlardaki inhibitorler ve denatiirantlarin etkisi

inhibitor Farkh inhibitor konsantrasyonlarinda geride kalan aktivite %
Konsantrasyon Ure SDS iAA NBS
(mM) (ORT.+S.H.) x % (ORT.xSH.) x % (ORT.+S.H.) x % (ORT.+S.H.) %
Kontrol 341015 £2201 a 100 341015+ 2201 a 100 341015+ 2201 a 100 341015+ 2201 100
1 364581 £14167 a 107 363195+7895 a 107 277248 £7925 b 81 0 0
5 219303 + 7335 b 64 215145+28419 b 63 195460 + 9373 b 57 0 0

€8
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Sekil 4.28. o-Amilaz aktivitesi izerine inhibitor ve denatiirantlarin etkisi

120
X
2 100
2
2 80 -
[y}
& 60 -
2
[T} 40 -
=l
] 20 -
0 T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6
Konsantrasyon (mM)

= Ure ==lll=SDS ==he=[AA

Sekil 4.29. o-Amilaz aktivitesi {izerine inhibitr ve denatiirantlarin etkisi
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4.18. Ham Nisasta Adsorpsiyonu

a-Amilazin farkli nisasta kaynaklarina adsorpsiyon oram Cizelge 4.17°de
gosterildi. a-Amilazin en iyi adsorbe oldugu nisasta kaynagi, % 48’lik oranla misir
nigastast olarak bulundu. o-Amilazin baslangic aktivitesi ile piring nigastasina
adsorpsiyonu sonrasinda kalan aktivite arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemsiz,

misir ve bugday nisastasi ile onemli bulundu (p<0.05).

Cizelge 4.17. A. fumigatus HBF50 a-amilazimin farkli nisasta kaynaklarina

adsorpsiyon orani

Enzim aktivitesi (U/mg protein) Adsorpsiyon
Nisasta (ORT. =S.H.) X %
Kontrol 288893 £ 9915 a 100
Pirin¢ Nisastasi 262277 + 6814 a 9
Misir Nisastasi 151378 + 9592 b 48
Bugday Nisastasi 245087 £+ 12056 b 15

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

4.19. 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 bagl enzimatik hidrolizi sonucunda olusan

son iirtiniin glukoz, maltoz ve maltotrioz oldugu bulundu (Sekil 4.30).
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Gl
G2
G3

G4

G5

St N 15 30 45 60 24 saat

Sekil 4.30. Nisastanin enzimatik hidrolizi G1: Glikoz, G2: Maltoz, G3:

Maltotrioz, G4: Maltotetroz, G5: Maltopentoz, St: Standart,
N: Nisasta, 15-60 dakika inkiibasyon siiresi
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S. TARTISMA ve SONUC

Enzimler endiistride bircok alanda uygulamalara sahiptir. Bitkisel, hayvansal veya
mikrobiyal kaynaklardan elde edilebilmektedir. Ancak, bitkisel ve hayvansal
kaynaklardan enzimlerin saf olarak elde edilebilmesi oldukca zor ve pahali bir
islemdir. Elde edilen enzimlerin endiistriyel uygulama potansiyelleri oldukca
yetersizdir. Mikrobiyal kaynakli enzimlerin; iiretiminin kolay ve ucuz olmasi,
biyokimyasal cesitliliklerinin ¢cok fazla olmasi ve farkli tiirlerin ayni reaksiyonu
katalizleyen oldukca farkli enzimleri iiretmesinden dolayr endiistriyel
uygulamalarda tercih edilirler. Mikrobiyal kaynakl enzimler; ilag, analitik kimya,
nisastanin sakkarofikasyonu, tekstil, deterjan, gida ve kdgit endiistrileri gibi genis
bir uygulama alamina sahiptir. Endiistride en ¢ok kullanilan enzimlerin basinda
lipazlar, proteazlar ve amilazlar gelmektedir. Endiistride kullanilan mikrobiyal
kaynakli enzimlerin % 25’lik kismin1 mikrobiyal amilazlar olusturmaktadir.
Amilazlarin ticari iiretiminde daha ¢ok bakteri ve fungus tiirleri kullanilmaktadir.
Amilaz iiretiminde ilk sirayr gram pozitif bakteriler ve ozellikle Bacillus cinsi
almaktadir. Funguslarin (kiiflerin) amilaz iireten en yaygin cinsi ise ozellikle
Aspergillus’tur. Mikroorganizmalarin hepsi endiistriyel olarak kullanilmamakla
birlikte “endiistriyel mikroorganizmalar” iirettikleri bir veya birden fazla spesifik
tiriine gore cok dikkatli bir sekilde klasik tarama teknikleriyle dogadan
secilmektedirler (Pandey vd., 2000).

5.1. Funguslarin Amilolitik Taranmasi ve Secimi

Calismammzda havadan izole edilmis ve tanist yapilmis 11 Aspergillus cinsinde
amilolitik tarama yapilmis (Mgller vd., 2004) ve tarama sonucunda 7 fungusta
amilaz aktivitesi goriilmiistiir. Bir¢ok fungus tiiriinde yapilan amilolitik tarama
sonuglarinda ¢ogunlukla Aspergillus cinsine ait tiirlerde amilaz liretme yetenegi
daha fazladir (Gopinath vd., 2005; Omemu vd., 2005). Amilaz aktivitesi gosteren
tiirler icerisinde, aflatoksin testi sonucunda 1stma yapmayan, en iyi zon capi

gosteren ve iiretim kosullar1 daha kolay olan A. fumigatus HBF50 susu amilaz



88

tiretimi, saflastirilmas1 ve karakterizasyonu igin seg¢ilmistir. Amilaz aktivitesi
gosteren diger tiirler, daha sonraki caligmalar igin bir kaynak olusturmak {izere

kiiltiir koleksiyonuna kaydedilmistir.

5.2. A. fumigatus HBF50’nin Biiyiime Egrisi ve Enzim Uretimi

Inkiibasyon siiresine bagl olarak A.fumigatus HBF50 1. giinde lag fazinda olup
biyomas en diisiik seviyededir. Biyomas miktar1 artarak 8. giine kadar log fazinda
olup, 8. giinden sonra ise biyomas miktar1 azalarak durgunluk fazina girmis ve

biiyime durmustur.

Rediiktor seker miktar1 ise, biyomas artigina paralel olarak 1. giinden itibaren
ortamda artrms, 3. giin maksimum seviyeye ulagmustir. Log fazinin bitiminde
rediiktor seker miktar1 minimum seviyeye inmistir. Kiiltiir ortaminin pH's1 log
fazimin sonuna dogru artmaya baslayarak durgunluk fazinda alkali bir pH’ya
ulagsmigtir. Enzim aktivitesi log fazinin sonlarina dogru hizla artarak durgunluk
fazinin ortasinda (10. giin) maksimum seviyeye ulasmistir. Enzim aktivitesinin
yiikksek oldugu bu fazda rediiktor seker miktarinin minimum seviyeye inmesi
kullanilan besin kaynaklarini azalttigindan dolayi, hiicreler arasinda bir rekabetin
basladigini soyleyebiliriz. Ayrica, hiicrelerin bir kismu tireme 6zelligi ve canliligini
korurken bir kism ise 6lmektedir. Bu durumda mikroorganizmalarin zamana gore
biyomasinda net bir artig veya azalis gozlenmemistir. Enzim aktivitesinin bu
donemde yiiksek cikmasi; hiicreler depoladigi maddeleri veya metabolik iiriinler
gibi diger enerji kaynaklarini amilaz tiretimi i¢in kullanmig olabilir ya da bu fazda

hiicre lizisinin goriilmesinden dolay1 aktivitede bir artis olabilir.

Biiylime ortaminin pH’si, enzim salgilanmasi ve organizmanin morfolojik
degismesine neden olan 6nemli fizyolojik parametreler arasindadir. Organizmanin
biiytimesi boyunca degisiklik gosteren pH, ortamdaki {iriin stabilitesini de
etkilemektedir. pH degeri, enzim sentezini baglatan veya bitiren indikator gorevini

de gormektedir (Gupta vd., 2003).
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Amilaz iiretimi ile ilgili yapilan bir ¢cok aragtirmaya gore amilazlarin iretimi
duragan fazda maksimum seviyeye ulagsmistir (Abou-Zeid, 1997; Goto vd., 1998;
Mohapatra vd., 1998; Yang ve Wang, 1999; Bignell vd., 2000; Marlida vd., 2000;
Okolo vd., 2000; Petrova vd., 2000; Cherry vd., 2004).

5.3. Amilaz Uretimi Uzerine Sicakhgm ve pH'mn Etkisi

A. fumigatus HBF50’nin en iyi amilaz tirettigi sicaklik 30°C ve pH ise 4.0 olarak
bulundu. Fiziksel parametreler arasinda, biiyiime ortaminin pH’si, enzim
salgilanmas1 ve organizmadaki morfolojik degisimlerde 6nemli rol oynamaktadir.
Organizmanin gelisimi esnasinda gozlenen pH degisimi ortamdaki iiriin

stabilitesini de etkilemektedir (Gupta vd., 2003).

Amilaz iretimi {izerine sicakligin etkisi organizmanin gelisimi ile iliskilidir.
Funguslar ile yapilan bir¢cok amilaz iiretim caligmasi, simdiye kadar 25-37°C
arasinda gelisen mezofilik funguslarda yapilmstir. A. oryzae a-amilazin optimum

tiretim sicakligi 30-37°C arasinda saptanmustir (Gupta vd., 2003)

Optimum diizeyde amilaz iiretimi, Talaromyces emersonii, Thermomonospora
fusca ve Thermomyces lanuginosus gibi termofilik fungal kiiltiirler i¢in 50-55°C

arasinda kaydedildi (Sivaramakrishnan vd., 2006).

5.4. Enzimin Saflastirilmasi

Enzim saflastirmalarinin ¢ogunda, birden fazla kromatografik teknik ayni anda
kullanilarak saflagtirma yapilmaktadir. Saflastirma katsayisi ve verim kullanilan

yontemlere gore biiyiik farklilik gostermektedir.

Saflagtirmada kullanilan tekniklerin sayis1 arttik¢a, enzimin veriminde biiyiik
kayiplar olabilecegi bilinmektedir. Saflastirmanin kisa zamanda, tek bir adimda ve

ucuz olan metotlarla yapilmasi tercih edilmektedir.
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Enzim, ultrafiltrasyon, DEAE-sepharoz CL-6B, fenil-sepharoz CL-4B ve sefadeks
G-100 ile 3.0 kat, % 1.92 ‘lik bir verim ile saflastirildi.

Bacillus sp. YX-1 a-amilaz1 ile yapilan bir calismada enzim amonyum siilfat
coktiirmesi, DEAE-sepharoz ve sefadeks G-75’ten olusan saflastirma adimlariyla
34 kat saflagtirma ve % 6.6’lik verimle saflagtirillmistir (Liu, X.D. ve Yan Xu,
2008). Tricholoma matsutake a-amilazi ile yapilan bir caligmada enzim
Toyopearl-DEAE, jel fitrastrasyon ve Mono Q kolon kromatografisinden olusan
saflagtirma adimlartyla 3580 kat saflastirma ve % 10.5’lik verimle saflastirilmigtir
(Kusuda vd., 2003). Aspergillus tamarii a-amilazi ile yapilan bir caligmada enzim
aseton coOktiirmesi, DEAE-selilloz ve ultrafiltrasyondan olusan saflagtirma
adimlariyla 10.1 kat saflagtirma ve % 55.1°lik verimle saflastirilmistir (Moreira
vd., 2004). Yapilan bircok enzim saflastirma sonuclarinda goriildiigii gibi
saflagtirma katsayis1 ve verim kullanilan yoOntemlere gore biiyiik farklilik

gostermektedir.

5.5. Elektroforez ve Zimografi

Saflagtirilan a-amilazin safliini ve molekiil agirliklarini tayin etmek icin SDS-
PAGE ve bunun zimografisi yapilmistir. a-Amilazin zimografi ile gortintiilenmesi
yapildiginda, tek enzim bandi saptanmstir. Molekiil agirhigr yaklasik olarak 55

kDa olarak hesaplanmstir.

Cesitli mikrobiyal kaynaklardan elde edilen a-amilazlarin molekiil agirhigr 10 ile
210 kDa arasinda degisir. Ancak, fungal kaynakli a-amilazlarin molekiil agirlhigi
genellikle 41.5 ile 76 kDa arasindadir (Gupta vd., 2003). Thermomyces
lanuginosus a-amilazinin molekiiler agirhigi 55 kDa olarak saptanmistir (Odibo ve
Ulbrich-Hofmann, 2001). Candida antarctica CBS 6678 o-amilazinin molekiiler
agirlig 50 kDa olarak saptanmustir (De Mot ve Verachtert, 1987).

Termofilik fungus Scytalidium thermophilum o-amilazinin molekiiler agirhigr 36

kDa olarak saptanmistir (Aquino vd., 2003).
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A. tamarii a-amilazinin molekiiler agirligi 37.5 kDa olarak saptanmistir (Moreira
vd., 2004). A. flavus a-amilazinin molekiiler agirligi 52.5 kDa olarak saptanmistir
(Khoo vd., 1994). Bu sonuglar bizim enzimimizin molekiil agirlig: ile uygunluk

gostermektedir.

5.6. Inkiibasyon Siiresinin EtKkisi

Enzim aktivite oOl¢iimlerinde, reaksiyon karisiminda enzim ve substratin uygun
konsantrasyonlarda bulunmasinin yani sira diger onemli faktér de inkiibasyon
zamamdir. Reaksiyon karistmi in vitro ortamda gerceklesmesinden dolay1
baslangicta reaksiyon icin uygun olan ortam sartlarinin zamana bagli olarak
degistigi bilinmektedir. Bu nedenlerden dolayi, ideal inkiibasyon siiresinin
saptanmasi diigtiniilmiigtir. Calismamizda enzim ve substrat farklt zaman
araliklarinda inkiibe edildiklerinde enzim aktivitesi zamana bagl olarak artig
gostermistir. Ozellikle ilk 20 dk dogrusal olarak artmasindan dolay1 inkiibasyon

stiresi olarak se¢ilmistir.

A. flavus HBF34 izolatina ait glukoamilazin inkiibasyon siiresine bagli olarak
indirgenen seker miktar1 zamana bagli olarak artsa da, ilk 30 dk’lik artis
dogrusaldir. Bu arastirma inkiibasyon siiresi 30 dk olarak belirlenmistir (Kog ve
Metin, 2010). Yine yapilan bir arastirmada inkiibasyon siiresinin amilaz
aktivitesine etkisi {izerine bir deney plani ile belirtmemis olmasina ragmen aktivite
Ol¢timlerinde inkiibasyon siiresi olarak 30 dk alimmistir (Odibo ve Ulbrich-
Hofmann, 2001).

5.7. Enzim Aktivitesi Uzerine Sicakh@m EtKisi

Enzim aktivitesini etkileyen onemli parametrelerden biri olan sicakligin a-amilaz
aktivitesi iizerine etkisi incelendiginde, optimum aktivite sicakligim 55°C oldugu

bulunmustur.
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35, 40, 45, 50, 60 ve 65°C’deki sicakliklarda optimum aktivitenin sirasiyla % 41,
45, 71, 90, 60 ve 40’1 gosterdigi bulunmustur. Aktivitenin 35 ve 65°C’de
arasinda biiyiik bir kisminin goriinmiis olmasi enzimimizin endiistriyel islemlerde

kullanilabilecegini gostermektedir.

a-Amilaz aktivitesi icin optimum sicaklik mikroorganizmanin biiyiime sicaklig ile
yakindan iligkilidir (Gupta vd., 2003). a-Amilaz’larin genellikle optimum aktivite
sicakliginin 50 ve 70°C arasinda oldugu bilinmekte (Sharma ve Shukla, 2008;
Gupta vd., 2003) ve sonucumuz bu genel ifadeyle uygunluk gostermektedir. A.
Sfumigatus a-amilazinin maksimum aktivite sicakliginin 50°C, A. flavus LINK o-
amilazinin maksimum aktivite sicakliginin 55°C oldugu bulunmustur (Gupta vd.,

2003).

5.8. Enzim Stabilitesi Uzerine Sicakhgn Etkisi

Enzim stabilizasyonu, yiiksek sicakliklarda gerceklesen ve uzun siiren endiistriyel
islemler icin olduk¢ca Onemli bir oOzelliktir. Bu amacgla o-amilazin sicaklik
stabilitesi arastirildiginda, 25°C ve 40°C’de 24 saat sonra aktivitenin % 90’dan
fazlasinin korundugu goriilmistiir. Ancak yiiksek sicakliklarda o-amilazin ¢ok
fazla stabil olmadig1 goriilmektedir. A. fumigatus HBF50 o-amilazinin 25 ve
40°C’de uzun siire stabilitesini korumus olmasi, bu sicakliklarda islem yapan
endiistriyel uygulamalar i¢in uygun olabilecegini gostermektedir. Ancak 55°C’nin

tizerinde islem yapan endiistriyel islemler icin ¢cok uygun degildir.

Enzimin ii¢ boyutlu yapisini olusturan zayif baglar (hidrojen, iyonik ve molekiiler
baglar) ve ozellikle disiilfit baglarinin azlig1 veya coklugu enzimin pH ve sicaklik

stabilizasyonu i¢in 6nemli rol oynadigi bilinmektedir (Shenoy vd., 1985).

Yapilan c¢ahsmalarda, A. flavus a-amilazinin 50°C’de 1 saat stabil oldugu

bulunmustur (Khoo vd., 1994).
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A. carbonarius amilazinin 30°C ile 80°C arasinda 20 dk inkiibasyondan sonra
aktivitenin % 85’ini, 90°C’de ise % 65’ini gosterdigi bulunmustur (Okolo vd.,
2000).

Termofilik fungus Scytalidium thermophilum o-amilazinin 50°C’de 1 saat stabil
oldugu, enzimin yar1 Omriiniin 55°C’de 25 dk ve 60°C’de 12 dk oldugu
bulunmustur (Aquino vd., 2003). A. tamarii o-amilazinin 65°C’de birka¢ saat
tamamen aktif oldugu, enzimin yar1 Omriiniin 70°C’de 30 dakika oldugu ve

75°C’de ise stabil olmadigi bulunmustur (Moreira vd., 2004).

Endiistriyel uygulamalarda, yiiksek sicakliklarda yapilan sekerlestirme
yontemlerinde genellikle yiiksek termostabiliteye sahip mikrobiyal amilazlar
kullanilmaktadir (Gomes vd., 2005). Sekerlestirme yontemleri, yiiksek substrat
coziiniirligii saglamak icin genellikle 60°C ve iistiindeki sicakliklarda gerceklesir
ve bu sekilde mikrobiyal kontaminasyon da ¢nlenmis olur (Odibo ve Ulbrich-

Hofmann, 2001).

Elde ettigimiz enzimin yiiksek sicakliklarda stabil olmamasi nedeniyle, daha
sonraki ~ caligmalarda  stabilizasyonu  arttiracak  islemler = denenmesi
hedeflenmektedir. Bunun icin nisasta, organik ¢éziiciiler ve Ca®* gibi iyonlarin
stabilizasyona etkisi arastirilarak, enzimimizin yiiksek sicakliklardaki endiistriyel

islemler icin uygun hale getirilmesine calisilacaktir.
5.9. Enzim Aktivitesi Uzerine pH min Etkisi

Enzimler protein yapisinda olmasindan dolay1r ortam pH’s1i enzim aktivitesini

etkileyen onemli faktorlerden birisidir.

Bu amagla, a-amilaz aktivitesi tizerine pH nin etkisi incelendiginde maksimum
aktivite pH 5.0’te saptanmistir. pH 4.0’e kadar maksimum aktivitenin % 78 den
fazlasini, pH 7.0’ye kadar ise % 59’dan fazlasim gosterdigi, pH 7.5’den sonra ise

aktivitenin azalmaya basladig goriilmiistiir.
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Sonuclar enzimin, pH 4.0 ile 7.0 aras1 gibi genis bir pH araliginda calistigini
gostermektedir. Bununla birlikte enzimin asidik pH’larda daha aktif oldugu
sOylenebilir. o-Amilazin genis pH araliginda calismasi, cogu endiistriyel

islemlerde kolaylikla kullanilabilecegini de gostermektedir.

Nisastanin sivilastirilmasinda o-amilaz, sekerlestirilmesinde ise glukoamilaz
kullanilmaktadir. Bu islemler pH 4.2 ile 6.2 arasinda yapilmaktadir (Moreira vd.,
1999). Bu nedenle enzimimiz bu islemlerde kullanilabilecegini sdyleyebiliriz. -
Amilazin optimum pH’s1 2 ile 12 arasinda degisir. a-Amilazlar alkali, notral ve

asidik pH’lar arasinda degisen optimum pH’ya sahiptirler (Pandey vd., 2000).

Aspergillus a-amilazlariyla yapilan caligmalarda A. foetidus ATCC 10254 pH 5.0,
A. fumigatus pH 6.0, A. flavus LINK pH 6.0, A. awamari’nin optimum pH’sinin
5.0 oldugu bulunmustur (Gupta vd., 2003). A. tamarii optimum pH’s1 4.5-5.0
oldugu bulunmustur (Moreira vd., 2004). Scytalidium thermophilum optimum

pH’sinin 6.0 oldugu bulunmustur (Aquino vd., 2003).
5.10. Enzim Stabilitesi Uzerine pH’nin Etkisi

Ekstrem pH’larda gerceklesen ve uzun siiren endiistriyel islemler icin, enzim
stabilizasyonu oldukca onemli bir 6zelliktir. Enzimin genis bir pH araliginda ve
uzun siire aktivitesini koruyor olmasi, endiistri i¢in tercih edilen bir 6zelliktir. Bu
amacla A. fumigatus HBF50 a-amilazi ile yaptigimiz pH stabilizasyon caligmalar
sonucunda enzimimizin genis bir pH araliginda oldukca stabil oldugu
bulunmustur. A. fumigatus HBF50 o-amilazinin asidik ve alkali pH arahiginda

stabil olmasi endiistriyel islemlerde kullanilabilecegini gostermektedir.

Yapilan caligmalarda termofilik fungus Thermomyces lanuginosus F; GA ve o-
amilazinin pH 4.0’da oda sicakliginda 24 saat tamamen stabil olduklari, pH 5.0 ve
6.0 arasinda ise % 80’nin geri kazamldigi bulunmustur (Odibo ve Ulbrich-
Hofmann, 2001).
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A. flavus a-amilazinin pH 5.0 ile 8.5 araliginda stabil oldugu bulunmustur (Khoo
vd., 1994). Ektomikorizal fungus Tricholoma matsutake o-amilazimin genis pH

araliginda (4.0 ile 10.0) stabil oldugu bulunmustur (Kusuda vd., 2003).

5.11. Enzim Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonunun Etkisi

A. fumigatus HBF50'nin a-amilaz aktivitesi {izerine substrat konsantrasyonunun
(coziiniir patates nisastasi) etkisi incelendiginde, substrat konsantrasyonunun belli
bir oranda arttirilmasi ile enzim aktivitesinin de buna bagl olarak hizla arttig
goriilmiistiir. Bu durumda enzimatik reaksiyon birinci dereceden (first-order) bir
kinetik goOstermistir. Ancak, belli bir substrat konsantrasyonundan sonra
aktivitenin artik daha fazla artmadigi ve sabit kaldigi goriilmiistiir. Bu da enzimin
substratina karsi doygun hale geldigini ve maksimum hizla calistigim
gostermektedir. Bu durumda enzimatik reaksiyon sifirinci dereceden (zero-order)
bir kinetik gostermistir. Bu sonuclara dayanarak A. fumigatus HBF50 a-amilazinin

Michaelis-Menten kinetigi gosterdigini sdyleyebiliriz.

Michaelis-Menten grafiginden enzimin K,, ve V.. degerlerinin saptanmasi
oldukc¢a zor olmasi nedeniyle, Lineweaver-Burk grafigi kullamlmistir. Bu grafige
gore, A. fumigatus HBF50 a-amilazinin K,, degeri 1.55 mg/mL ve V, degeri
9091 U/mL olarak bulunmustur.

Yapilan calismalarda, Aspergillus foetidus ATCC 10254 a-amilazimin K,, degeri
2.19 mg/mL, Bacillus subtilis o-amilazimin K, degeri 3.845 mg/mL olarak
bulunmustur (Gupta vd., 2003). Bizim buldugumuz K, degeri bu degerlerden daha
diisiitk olmas1 nedeniyle substrata ilgisi daha fazladir. K,, degerinin diigiik olmas1
endiistriyel islemlerin hizli ve kolay olarak yapilmasina olanak saglayacagindan,
a-amilazin endiistriyel potansiyelinin de yiiksek oldugunu soyleyebiliriz.
Cryptococcus flavus (Wanderley vd., 2004), Aspergillus awamori ATCC 22342 ve
A. flavus (Khoo vd., 1994) a-amilazlarinin nigasta i¢in K,, degeri sirastyla 0.056
mg/mL, 1 mg/mL, 0.5 g/L olarak bulunmustur. Bu degerler bizim degerlerimize
gore daha diisiik oldugu goriilmektedir.
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5.12. Enzimin Substrat Spesifitesinin Belirlenmesi

a-Amilazin substrat spesifitesi mikroorganizmadan mikroorganizmaya gore
degisir. Genellikle a-amilazlar amiloz, amilopektin, siklodekstrin, glikojen ve

maltotrioz karsi cok yiiksek substrat spesifitesine sahiptirler (Gupta vd., 2003).

A. fumigatus HBF50 o-amilazi, % 0.5 ve 1’lik bu substratlar icinde en yiiksek
aktiviteyi maltoz, maltotrioz, dekstrin ve amiloza karsi gostermistir. Ancak,
rafinoz hari¢ denenen tiim substratlara karsi aktivite gostermistir. Bu sonuglara
dayanarak, A. fumigatus HBF50 a-amilazinin genis bir substrat spesifitesine sahip
oldugunu ve substratin polimerizasyon derecesi arttikca o-amilazin substrat

spesifitesinin nispeten azaldigini sdyleyebiliriz.

Yapilan bir calismada A. tamarii o-amilazinin nigasta, amilopektin ve amilozu
hidrolizleme oranimin yiiksek oldugu, glikojen ve pullulant c¢ok yavas
hidrolizledigi, siklodekstrinleri (o ve ) hidrolizleyemedigi bulunmustur (Moreira
vd.,2004). Termofilik fungus T. lanuginosus F, a-amilazi ve glukoamilazinin
amilozu hizli bir sekilde hidrolizledigi, pullulan1 ise c¢ok az hidrolizledigi
bulunmugtur (Odibo ve Ulbrich-Hofmann, 2001). Cryptococcus flavus a-
amilazinin nigastaya karst maksimum aktivitesinin % 100 oldugu, glikojen,
amilopektin ve amiloza kars1 ise sirasiyla % 18.9, 16.7 ve 7.1 oldugu bulunmustur

(Wanderley vd., 2004).

5.13. Enzim Aktivitesi Uzerine Metal iyonlar1 ve EDTA nin Etkisi

Metal iyonlari, proteinlerin cogunda ii¢ boyutlu yapilarinin olusumunda ve aktif
merkezde substratlarin katalizlerinde dogrudan veya dolayli olarak 6nemli rol
oynamaktadirlar. Bu sebeple, A. fumigatus HBF50’nin a-amilaz aktivitesi tizerine
cesitli metal iyonlarmin etkisi incelendiginde, Mn** ve Co”" tarafindan biitiin
konsantrasyonlarda Ca’*’un ise 1 ve 10 mM’lik konsantrasyonlarda enzim

aktivitesini arttirdig1 gozlenmistir.
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Bu iyonlarda 6zellikle Mn** enzim aktivitesini % 108, Co** % 82 ve Ca®* ise % 8
oranda arttirmigtir. Bu iyonlarin enzimin stabilizasyonunda veya substrata

baglanarak reaksiyon icin substratin dogru yonelimini sagladigim diistinmekteyiz.

A. fumigatus HBF50 nin o-amilaz aktivitesi Ni**, Mg**, Li*, K*, NH4", Ba®*, Zn**,
Se’ ve Na' gibi metal iyonlarmn tim konsantrasyonlarmda c¢ok fazla
etkilenmedigi, Se’* iyonunun 10 mM’lik konsantrasyonunda % 43 oranda, Mg**
iyonunun 10 mM’lik konsantrasyonunda % 35 oranda, Ni** iyonunun 10 mM’lik
konsantrasyonunda % 63 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**, AI**, Zn**nin 1 mM’lik konsantrasyonlar1 enzim aktivitesini cok fazla inhibe
etmezken, 5 ve 10 mM’lik konsantrasyonlar yiiksek oranda inhibisyona neden
olmustur. Hg®* 1 mM’lik konsantrasyonda % 55 oraninda inhibisyona neden
olurken, ozellikle 5 ve 10 mM’lik konsantrasyonlarinda enzim aktivitesini

tamamen inhibe etmistir. Cu*"’

nin 1 mM’lik konsantrasyonu enzim aktivitesini
yaklasik olarak % 38 oramnda inhibe ederken, 5 ve 10 mM’lik konsantrasyonlari
inhibisyon oraninmi arttirmaktadir. Bu metal iyonlar1 a-amilazin substrat baglama
bolgesine ve katalitik merkezinde gorev alan aminoasitlerle etkileserek
inhibisyona neden oldugunu, ayrica yapiya katilarak enzimin ii¢ boyutlu yapisini

degistirdigini veya substrata baglanarak reaksiyon i¢in substratin dogru yonelimini

etkiledigini diistinmekteyiz.

Bir metal tutucu ajan olan EDTA, denenen konsantrasyonlarda enzim aktivitesini
% 28-40 oramnda inhibe etmistir. a-Amilaz’in metal tutucu bir ajan olan EDTA
tarafindan yaklasik % 40 oraninda inhibe olmasi, a-amilaz’in bir metalloenzim
olmadig: diisiincesini akla getirmektedir. Ciinkii enzim EDTA tarafindan yiiksek

konsantrasyonlarda bile tamamen inhibe olmamistir.

Metal iyonlarinin amilazlar iizerine etkisi ile yapilan ¢aligmalar sonucunda enzim

aktivitelerini ¢ok farkli bir sekilde etkiledikleri bulunmustur.
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Bunlardan bazilar1 enzim aktivitesini arttirirken, bazilari inhibe etmis veya hic
etkilememistir. Termofilik fungus 7. lanuginousus F,’in a-amilaz aktivitesi 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 ve Ulbrich-Hofmann, 2001).

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 oraninda, 6zellikle Hg*" ile Cu® ise % 85 ile 75
oraninda inhibisyona sebep olmugtur. 10 mM konsantrasyonda ise aktivitede Na*
iyonu % 10’luk bir artis gostermis, Ba®*, Ca®, Mn**, NH," iyonlar yaklasik olarak
% 18’lik inibisyona ve ozellikle Zn**, Cu* ve Hg** iyonlar: ise % 93, 96 ve
100’liik inhibisyona neden olmustur (Aquino vd., 2003).

Cryptococcus flavus’un o-amilaz aktivitesinde 4 mM Mn*, Mg*, Zn*, Ca™,
Hg™, Fe** ve Cu®* iyonlari sirasiyla % 4, 5, 15, 30, 71, 80 ve 100 azalmaya sebep
olmustur (Wanderley vd., 2004). A. tamarii a-amilaz1 10 mM Fe**, Pb*, Cu*™* ve
Hg** tarafindan % 90-98 oraninda inhibe edilmis, Ba®* tarafindan % 23 oraninda
aktive edilmis ve denenen diger metal iyonlar1 tarafindan onemli bir sekilde

etkilenmedigi bulunmustur (Moreira vd., 2004).

Yukarida o-amilaz iizerine yapilan ¢alisma sonuglarindan da goriilecegi iizere,
bunlarin bir¢ogu c¢aligmamizla uygunluk gostermektedir. Enzimimizin bircok
metal iyonu varhiginda aktivitesinin ¢ok fazla degismemesi veya bazi metal
iyonlariyla aktive olmasi, endiistriyel islemlerde kullanilma potansiyelinin oldukca

yiiksek oldugunu gostermektedir.

5.14. Enzimin Tuz Toleransi

A. fumigatus HBF50 a-amilazi, 0.5-5.0 M NaCl konsantrasyonlar1 arasinda enzim
aktivitesinde artis (% 57) olmustur. Tiim konsantrasyonlarda enzim aktivitesi

kontrole gore yiiksek bulunmustur.
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Bu durum, A. fumigatus HBF50 o-amilazinin tuz toleransinin oldukca yiiksek
oldugunu gosterir. Bu sonuca gore enzimin yiiksek tuz konsantrasyonu gerektiren
endiistriyel islemlerde de kullanima uygun olabilecegi sOylenebilir. Nigastanin
sekerlestirme islemlerinde ve endiistrideki farkli uygulamalarda kullanilan
amilazlar icin, yiiksek tuz toleransina sahip olmanin yararli bir 6zellik oldugu
bildirilmistir (Mohapatra vd., 1998). Tuz toleransi testinin, kirlilik kontrol
mekanizmalarinda, seliilloz,nisasta ve yiiksek oranda tuz iceren atik sularin
islenmesinde o6nemli oldugu belirtilmistir (Banerjee vd., 2001 ; Cordeiro vd.,

2002).

5.15. Enzim AKktivitesi Uzerine inhibitorler ve Denatiirantlarin Etkisi

A. fumigatus HBF50 o-amilazinin aktif merkezinde hangi aminoasitlerin katalitik
islev yaptigin1 anlamak igin cesitli inhibitorlerin etkisi incelendi. Bir triptofan
inhibitorii olan NBS, a-amilaz aktivitesini tamamen inhibe etmistir. Serin spesifik
inhibitorii olan PMSF, karboksil grubu spesifik inhibitoriit CMC, sistein ve histidin
alkilleyici IAA'min 5 mM’hk konsantrasyonlarda enzim aktivitesini % 35-46
oranlarinda inhibe etmistir. Bu sonuclara dayanarak enzimimizin aktif merkezinde
ozellikle triptofanin 6nemli bir rol oynadigini, ayrica serin, histidinin ve karboksil
grubuna sahip olan aminoasitlerin de katalitik siirecte 6nemli bir rol oynadigini
diistinebiliriz.

Sistein spesifik inhibitorii ve siilfidril grubu oksitleyici ajan1 olan DTNB 5 mM’lik

konsantrasyonda enzim aktivitesini % 66 arttirmstir.

Siilfidril rediikleyici ajanlar olan DTT ve p-merkaptoetanol 1 mM’lik
konsantrasyonda aktiviteyi swrasiyla % 44 ve 20 arttirrken, 5 mM’hik

konsantrasyonda ¢ok az bir inhibisyona neden olmustur.

Bu sonuclara dayanarak enzimimizin aktif merkezinde sistein aminoasitinin

onemli bir rol oynamadigim diisiinebiliriz.
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Protein denatiiranti olan tire ve SDS 1 mM’lik konsantrasyonda enzimin
aktivitesini cok fazla etkilememesi enzimimizin iire ve SDS’e karsi oldukcga
dayanikli oldugunu gostermektedir. Ure ve SDS 5 mM’lik konsantrasyonda ise

enzim aktivitesinde yaklasik olarak % 37’lik bir inhibisyona neden olmustur.

Yapilan calismada A. carbonarius amilazt 2 mM NBS tarafindan % 49 oraninda
inhibe edilmistir (Okolo et al., 2000). Thermomyces lanuginosus o-amilazi CMC
ve NBS tarafindan inhibe edilmis ve bu sonuglara gore enzimin aktif merkezinde
karboksil gruplari ve triptofan aminoasidinin oldugu ileri siiriilmiistiir (Petrova et
al., 2000). Penicillium citrinum HBF62 a-amilazi PMSF, CMC ve NBS tarafindan
inhibe olmus, DTT, B-merkaptoetanol ve DTNB tarafindan cok az aktive
olmustur. Bu sonuclar bizim bulgularimizla uygunluk gostermektedir (Metin, K.

vd., 2010).

5.16. Ham Nisasta Adsorpsiyonu

Cesitli ham nisasta graniillerini parcalayabilen enzimler, ekonomik olarak caziptir.
Bu enzimler, direkt hidroliz icin nisasta kaynaklarinin alanini genisletebilirler

(Liu, X.D. ve Yan Xu, 2008).

a-Amilazin ham nisasta kaynaklarin sindirebilme yetenekleri ve immobilizasyonu
endiistriyel acidan oldukca onemlidir. Bu amagla farkli nisasta kaynaklarina o-
amilazin adsorpsiyon oram bulmak i¢in ham musir nisastasi, piring nisastasi ve
bugday nisastast kullamldiginda, adsorpsiyon oram sirasiyla % 48, 9 ve 15 olarak

bulundu.

A. fumigatus o-amilazinin misir nigastasina adsorpsiyon kapasitesinin, piring ve
bugday nisastasina gore daha iyi oldugu goriilmektedir. Ancak enzimin ham

nisasta adsorbsiyonu literatiir bilgilerine gore diisiik cikmustir.
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Bacillus sp. YX-1 a-amilazinin % 1’lik konsantrasyondaki musir, bugday ve patates
nigasta graniillerinin parcalanma oranlari, 8 saatte sirasiyla % 57.5, 53 ve 45.1 ve

12 saaatte sirasiyla % 63.2, 56.4, 48.6’dir (Liu, X.D. ve Yan Xu, 2008).

5.17. ince Tabaka Kromatografisi (TLC)

a-Amilaz enzimleri, nigasta molekiiliniin a-1,4 baglarim gelisigiizel
hidrolizleyerek dekstrin, maltoz ve ¢ok az miktarda glikoz meydana getirir. Ince
tabaka kromatografisi, kagit kromatografisi veya yiiksek basinghi sivi
kromatografisi (HPLC) gibi tekniklerle enzimatik son iriinler tespit edilerek
amilolitik enzimlerin tanis1 yapilmaktadir. Bu amacgla ¢calismamizda A. fumigatus
HBF50 tarafindan {iretilen enzimin tamsimi yapmak i¢in ince tabaka
kromatografisi kullanilarak, nisastanin enzimatik hidrolizi sonucunda olusan son
iriiniin glikoz, maltoz ve maltotrioz oldugu saptanmistir. Bu bulgulara gore

enzimimizin a-amilaz oldugu sonucuna varilmistir.

Bircok mikroorganizma tarafindan {iretilen amilolitik enzimlerin tanisini igin
yapilan caligmalarda nisastanin hidrolizi sonucu olusan son iiriin analizi, ince
tabaka kromatografisi ile yapilmustir. Ornegin; Penicillium citrinum HBF62,
Tricholoma matsutake, Scytalidium thermophilum, Aspergillus tamarii ve
Cryptococcus flavus o-amilazlarinin tamis1 ince tabaka kromatografisi ile
yapilmistir (Metin, K. vd., 2010; Kusuda vd., 2003; Aquino vd., 2003; Moreira
vd., 2004; Wanderley vd., 2004).

Sonug olarak;

Adnan Menderes Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Molekiiler
Biyoloji Anabilim Dali Mikrobiyoloji Laboratuvar1 stok kiiltiirlerinde kayitl
havadan izole edildikten sonra tanmis1 yapilmis olan 11 Aspergillus cinsinde

kalitatif amilaz taramasi yapildi.
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Havadan izole edilerek tamisi yapilmug 11 fungusun kalitatif amilaz taramasi

sonucunda 7 tiirde amilolitik aktivite saptanmustir.

Daha sonra bu tiirlerin aflatoksin iiretip tiretmedigi kontrol edilmistir. Aflatoksin
tiretmeyen tiirlerden en iyi amilaz aktivite zon capi gosteren funguslardan biri olan
A. fumigatus HBF50 susu amilaz tiretimi, saflastirilmas1 ve karakterizasyonu icin

secilmistir.

Diger amilolitik aktivite gosteren suslar ileriki caligmalarda kullanilmak iizere

kiiltiir koleksiyonuna kaydedilmistir.

Fermentasyon ortaminda A. fumigatus HBF50’nin a-amilaz iiretimi yapildi. o-
amilaz c¢esitli kromatografik yontemler ile 3.00 kat saflastirildi. Molekiil agirhig
yaklasik olarak 55 kDa olarak bulundu.

Saflagtirilan a-amilazin optimum pH’s1 5.0 ve sicakligir 55°C olarak bulundu. o-
amilazin 40°C’ye kadar olan sicakliklarda ve pH 5.0-8.0 araliginda uzun siire
stabil oldugu saptandi. Enzimin genis bir sicaklik ve pH araliginda calisiyor

olmasi endiistriyel olarak oldukca 6nemli oldugu gostermektedir.

o-Amilaz, Mn*, Ca** ve Co” tarafindan aktive edildigi, Fe®*, AI**, Cu* ve
ozellikle Hg* tarafindan inhibe edildigi ve diger iyonlarn ise aktiviteyi

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

a-Amilazin NaCl’ye kars1 toleransinin yiiksek olarak bulunmasi zor kosullarda

gerceklesen endiistriyel islemler i¢in 6nemli bir 6zelliktir.

Bir triptofan inhibitorii olan NBS, serin spesifik inhibitorii olan PMSF, karboksil
grubu spesifik inhibitérii CMC, sistein ve histidin alkilleyici IAA’nm enzim
aktivitesini inhibe etmistir. Bu sonuglara dayanarak enzimimizin aktif merkezinde
ozellikle triptofanin 6nemli bir rol oynadigini, ayrica serin, histidinin ve karboksil
grubuna sahip olan aminoasitlerin de katalitik siirecte 6nemli bir rol oynadigini

diistinebiliriz.
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Sistein spesifik inhibitorii ve siilfidril grubu oksitleyici ajam1 olan DTNB, siilfidril
rediikleyici ajanlar olan DTT ve P-merkaptoetanol enzim aktivitesini aktive
etmistir. Bu sonuglara dayanarak enzimimizin aktif merkezinde sistein
aminoasitinin énemli bir rol oynamadigini diisiinebiliriz. Protein denatiiranti olan

tire ve SDS sadece yiiksek konsantrasyonlarda enzim aktivitesini inhibe etmistir.
Ince tabaka kromatografisi ile amilazin a-amilaz oldugu saptandi.

A. fumigatus HBF50 tarafindan elde edilen o-amilazin karakterizasyon
ozelliklerine bakilarak endiistriyel iglemler icin kullanim potansiyelinin oldugunu
diisiinmekteyiz. Bu nedenle ileride endiistriyel potansiyel acisindan bu enzimin
uygulanabilirligini arastirmay1 diisiinliyoruz. Ayrica ileride A. fumigatus
HBF50’nin iretim ortaminin optimizasyonunun (azot ve karbon kaynaklari)

yapilmasi diisiiniilmektedir.
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