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Giliniimiizde mikrobiyal enzimler kimyasal {retimin yerini almis ve
endiistrinin pek ¢ok alaninda kullanima girmistir.

Pullulanazlar a-amilaz ailesi seklinde adlandirilan bir sinifta yer alir. a-1,6
glikozidik baglarina sahip polisakkaritleri monomerlerine parcalar. Endiistriyel
olarak; nisasta hidrolizi, kagit, tekstil, deterjan ve bira iiretimi gibi pek ¢ok alanda
kullanilmaktadir.

Bu c¢alismada, dogal izolat iki Bacillus spp. susundan laboratuvar 6lgeginde
pullulanaz iiretilmis ve kiiltiir siipernatant1 enzim preparasyonu olarak kullanilmstir.
Pullulanaz {iretiminde optimum pH, optimum sicaklik, en uygun inkiibasyon siiresi
ve iki farkl1 substrat etkisi arastirilmustir. 1ki izolattan iiretilen enzimin aktivitesine
pH ve sicakligin etkisi arastirilmistir. Ayrica enzim kararliligina sicaklik, pH ve
cesitli kimyasallarin etkisi de arastirilmigtir,

Bu arastirmaya gore, 50C ve pH 9.0 pullulanaz iiretimi igin en uygun
kosullar olarak saptanmigtir. Ayrica optimum inkiibasyon siiresinin 48 saat ve iiretim
i¢in en iyi substratin nisasta oldugu gozlenmistir. Uretilmis enzimin en yiiksek
aktivite gosterdigi sicaklik 50'C, pH 9.0 olarak saptanmistir.

Yapilan galismalarda Co** ve Mn*? iyonlarinin 5 mM’lik derisimleri enzim
aktivitesini sirasiyla %10 ve %21 oraninda artirdig1 goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Bacillus sp., Pullulanaz, Karakterizasyon
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Today, microbial production has gained great importance in the production
of enzymes.

Pullulanases belong to a class called the o-amylase family. It cleaves
polysaccharides with a-1,6 glycosidic bonds into monomers. Industrially, It is used
in many fields such as starch hydrolysis, paper, textile, detergent and beer
production.

In this study, pullulanase was produced and partially purified from Bacillus
spp. The optimum pH and temperature in the production of pullulanase, and the
optimum pH and temperature at which the produced enzyme works were determined.
At the same time, the characterization studies of the produced enzyme and the effect
of various heavy metals on the enzyme stability were investigated.

According to this study, 50°C and pH 9.0 were determined as the most
suitable conditions for pullulanase production. It was also observed that the optimum
incubation time was 48 hours and the best substrate for production was starch. The
temperature at which the produced enzyme showed the highest activity was
calculated as 50°C and the pH value was calculated as 9.0.

Studies have shown that 5 mM concentrations of Co+2 and Mn+2 ions
increase enzyme activity by 10% and 21%, respectively.

Key Words: Bacillus spp., Pullulanase, Enzyme Production, Characterization
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GENISLETILMIS OZET

Enzimler, canli hiicrelerde biyolojik olarak iiretilen katalizorlerdir. Pek ¢ok
enzim sentetik olarak iiretilebilmekte ve birgok sanayi dalinda kullanilmaktadir.
Gilinlimiizde enzimlerin liretiminde mikrobiyal {iretim biiyiik 6l¢tide 6nem kazanmis
durumdadir. Pullulanazlar a-amilaz ailesi seklinde adlandirilan bir sinifta yer alir. a-
1,6 glikozidik baglarina sahip polisakkaritleri monomerlerine pargalarlar.
Endiistriyel olarak; nisasta hidrolizi, kagt, tekstil, deterjan ve bira iiretimi gibi pek
¢ok alanda kullanilmaktadir.

Bu galismada, Bacillus spp. ile pullulanaz iiretimi yapilmistir. Pullulanaz
iiretiminde optimum pH, optimum sicaklik, en uygun inkiibasyon siiresi ve iki farkli
substrat etkisi arastirilmustir. iki izolattan iiretilen enzimin aktivitesine pH ve
sicakligin etkisi aragtirilmistir. Ayrica enzim kararliligina sicaklik, pH ve cesitli
kimyasallarin etkisi de aragtirilmisgtir.

Dogal ¢evreden Bacillus spp. suslarmin izole edilmesi amaciyla alinan
toprak ornekleri 6n inkiibasyona birakilip 80°C’de 15 dakika 1s1 sokuna maruz
birakilmis ve bdylece vejetatif formdaki bakteriler elimine edilmistir. Ardindan spor
olugturan bakteriler aerobik sartlarda inkiibasyona birakilarak, Bacillus cinsine ait
bakteriler safkiiltiir olarak elde edilmistir. izole edilen 118 izolat, pH 7.0 ve 37°C’de
48 saat inkiibe edilmis, 46 izolatta pullulanaz aktivitesi gdzlenmistir. Pullulanaz
iireten izolatlar stok kiiltlire alinarak gecici olarak +4°C’de saklanmigtir. En berrak
ve genis hidroliz zonu veren 4 sus siv1 besiyerinde iiretilerek, pullulanaz elde edilmis,
kismi olarak saflastirilmis ve aktivite tayini yapilmistir. Yapilan ¢aligmalarda bu
suslardan izole edilen enzimin aym1 zamanda nisastayr da hidroliz ettigi
belirlenmistir. Kismi saflagtirma sonucunda aktivitede azalma tespit edildiginden
kismi saflagtirma islemi uygulamadan g¢ikarilmistir. Bundan sonraki islemler i¢in
bakterilerin santrifiij ile ¢oOktiiriilmesi ile elde edilen siipernatant materyali

kullanilmistir. Segilen 4 izolat i¢in gliserol stok hazirlanarak -80°C’de saklanmuistir.
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Uretimde kullanilmak iizere 2 sus se¢ilmis ve bu suslar koloni morfolojisi,
gram boyama ve mikroskobik incelemelerle Gram pozitif ve basil olarak tespit
edilmistir. Gram pozitif bakterilerin, iiretmis olduklar1 enzimleri hiicre digina serbest
halde salgilayabilmeleri avantajli bir durum olarak kullanilmustir.

Yapilan calismalarda optimum iiretim sicakligt ve pH’s1 belirlenmistir.
Enzim iiretimi i¢in optimum sicaklik 50°C ve pH 9.0 olarak belirlenmistir. En iyi
substratin belirlenmesi amaciyla pullulan ve nisasta ile ayr1 ayri iiretim yapilmis, en
iyl iiretimin nisasta kullaniminda oldugu gozlenmistir. Optimum enzim {iretim
zamanin belirlenmesinde 12- 72 saat araliginda iiretim yapilmistir. Her 12 saat
sonunda 6rneklemeler yapilarak aktivite tayini yapildiginda, en iyi liretim zamaninin
48. saat oldugu tespit edilmistir. Uretilmis enzim i¢in optimum ¢alisma kosullarinm
belirlenmesi i¢in ¢alismalar yapilmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda iiretilmis ve
bakterilerden izole edilmis enzim i¢in optimum ¢alisma kosullar1 50°C ve pH 9.0
olarak belirlenmistir.

Enzim aktivitesine metal iyonlarinin etkisi incelendiginde KY-41 izolatinda
Co*? ve Min*? iyonlarinin 1 mM ve 5 mM derisimlerinde, Co*? varliginda %4 (1 mM)
ve %10 (5 mM) oraninda artis goriiliirken, Mn*? iyonu varliginda %18 (1 mM) ve
%21 (5 mM) oraninda enzim aktivitesinde artis oldugu goézlemlenmistir. Buna ek
olarak 1 mM ve 5 mM derisimler igin sirastyla Na* varliginda %1 ve %17, Ca*?
varhiginda %6 ve %11, Mg*? varliginda %4 ve %26, Zn** varliginda %2 ve %17,
Cu*? varhiginda %3 ve %28, Fe*? varliginda %2 ve %22 oranlarinda enzim aktivitesi
iizerinde olumsuz etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Kimyasallarin enzim
aktivitesine etkisi incelenmesi amaciyla TEMED, EDTA, Triton X-100 ve Tween-
80 kullanilmistir. Yapilan calismalarda bu kimyasallar %1 ve %5 derisimlerde
kullanilmistir.  TEMED ve Triton X-100tn %5’lik derigimlerinde enzim
aktivitesinde %18 oraninda azalma goriilmiistiir. EDTA ve Tween-80°de ise %1’lik
derisimlerde sirasiyla %22 ve %18 azalma gozlemlenirken, %5’lik derigimlerde

strastyla %29 ve %23 oraninda azalma gozlenmistir.
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1. GIRIS Ilker KAYA

1. GIRIS

1.1. Enzimler

Enzimler, canlilar tarafindan sentezlenen protein yapisinda biyolojik
katalizorlerdir. Binlerce yildir icecek, ekmek, peynir yapimi gibi islemlerde, isimleri
ve islevleri bilinmemesine ragmen enzimler kullanilmustir. {1k bulgular antik Misir’a
kadar dayanmaktadir. Yakin tarihte yapilan arastirmalarda ise ¢ok eski yillardan beri
Ortadogu iilkelerinde, birgok gida fermantasyonunda ipliksi mantarlarin, enzim
kaynag1 olarak kullanilmis oldugu belirlenmistir (Uhlig, 1998).

Enzim teknolojisindeki gelismeler, kullanim alanlarinin fazla olmasi ve
ekonomik degerinden dolay1 mikrobiyal enzim iiretimi tizerine yapilacak ¢alismalar
onem kazanmistir. Biyoteknoloji alanindaki ¢aligmalarla enzim tretimi ve {iretim
proseslerinin gelistirilmesi, ¢gesitli sanayi iiretim atiklarmin degerlendirilerek 6nemli
bir gelir kaynagi elde edilmesinde ve katma deger olusturulmasinda iilkeler igin
onemli bir kazang kaynag olabilir.

Giliniimiizdeki bilimsel gelismelerle birlikte enzimlerin kullanim alanlarn
artmaya baslamistir. Dolayisiyla diinya genelindeki enzim f{iretim firmalar1 da bu
biiyiik potansiyeli degerlendirmeye ve yatirnmlarini artirmaya baglamislardir

(Pandey ve ark., 1999: Seren, 2013 ten).

1.1. Pullulan

Pullulan, esas olarak Aureobasidium pullulans mantarinin suslar1 tarafindan
salgilanan, genellikle a-1,6 glikozidik baglartyla baglanmis maltotrioz tinitelerinden
olusan bir homopolisakkaritidir (Lathers, 2003).

Aureobasidium pullulans’tan pullulan sentezinde bir¢ok seker (D-ksilaz, D,L-
arabinoz, L-ramnoz, L-sorboz, D-galaktoz, sakkaroz, maltoz, sellobioz, trehaloz,
laktoz, iniilin ve ¢ozlinebilir nisasta), karbon kaynagi olarak kullanilir. Bununla

birlikte bu sekerler; hiicre gelisimi ve polisakkarit tiretimi i¢in kullanilabilmektedir.
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Pullulan iiretim sonunda hiicre disina salinmaktadir (itik ve Sidal, 2013).

1.2. Pullulanaz

Pullulanaz ilk defa Bender ve Wallenfels tarafindan 1966°da fakiiltatif aerob
bir bakteri olan Klebsiella pneumaoniae’den iiretilmistir (Murooka ve ark., 1989).

Pullulanaz (Pullulan a-glukanohidrolaz; EC 3.2.1.41), pullulan igerisinde yer
alan a-(1,6) baglarint hidroliz eden, ayn1 zamanda glikoamilaz tarafindan agiga
cikarilmis olan dekstrinlerin yikimini saglayan bir enzimdir. Pullulanazin, yogun
kullanimda nigasta ve amilopektinde bulunan a-(1,6) baglarini kirabildigi de
goriilmektedir (Aehle, 2007).

Son yillarda yapilan biyokimyasal ¢alismalar pullulani pargalayan enzimlerin
hepsinin pullulanin yani sira nisasta, amilopektin gibi bazi polisakkaritleri de
pargalayabilecegini gostermistir. Pullulanazlar; nisasta, amilopektin ve benzer
oligosakkaritlerdeki a-(1,4) glikozidik baglarimi hidroliz etme yetenegine gore tip I
veya tip II (amilopullulanaz) olarak siniflandirilmistir. Tip I ve tip II pullulanazlarin
her ikisi de pullulandaki a-(1,6) glikozidik baglarini kirar ve maltotrioz birimlerinin
agiga ¢ikmasina sebep olur. Tip II pullulanazlarin aksine tip I pullulanazlar a-(1,4)
glikozidik baglarim1 parcalayamazlar. Ayrica pullulanazlarin siklodekstrinleri
par¢alamakta yetersiz oldugu da bilinmektedir (Kang ve ark., 2011; Orhan,
2012’den).

Tip 1 pullulanaz; gercek pullulanaz, limit dekstrinaz, dallanmayi bozucu
enzim, amilopektin-6-glukanohidrolaz veya a-dekstrin 6-glukanohidrolaz olarak da
adlandirilir. Tip I pullulanaz, pullulan, nisasta, amilopektin veya benzer
polisakkaritlerdeki 6zellikle a-(1,6) glikozidik baglarini hidrolizleyen dallanmayi
bozucu bir enzimdir ve hidroliz {riinleri sirasiyla lineer oligosakkaritler ve
maltotriozdur. Bu enzim ne amilozdaki a-(1,4) baglarini ne de glikojen ve panozdaki
a~(1,6) baglarin1 hidrolizler.

Tip II pullulanaz; pullulan veya dallanmis oligosakkaritlerdeki o-(1,4)



1. GIRIS Ilker KAYA

glikozidik baglarma ek olarak a-(1,6) baglarin1 da hidrolizler. Tip II pullulanaz,
protein igindeki aktif bolgelerinin sayisina dayanarak iki alt gruba boliinebilir.
Termofilik anaeroblardan elde edilen amilopullulanazlarin cogu tek bir aktif bolgeye
sahiptir. Diger yandan aerobik mikroorganizmalardan elde edilenler ise bir veya iki

aktif bolgeye sahiptir (Orhan, 2012).

1.1.1. Enzimin endiistriyel uygulama alanlari
1.1.1.1. Nisasta isleme Endiistrisi

Pullulanazlar seker surubu endiistrisinde a-amilazi parcalayarak nisastanin
hidrolizinin tamamlanmasinda; glukoz ve maltoz surubu iiretiminde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Pullulanazlar, amilolitik enzimlerle birlikte kullanildiginda seker
suruplarmin ~ kalitesini  arttirdigi ~ gOriilmiistiir. ~ Pullulanazlar, nisastanin
sakkarifikasyonunda amilazla birlikte kullanmldiginda verimliligi arttirmaktadir.
Maltoz iiretimi i¢in a-amilaz ile nisastadan glikoz iiretmek i¢inse glukoamilaz ile

birlikte kullanilmaktadir (Malakar ve ark., 2010).

1.1.1.2. Deterjan Endiistrisi
Camagsir ve bulasik deterjanlarina eklenen pullulanazlar, nisasta igeren
lekelerin temizlenmesi amaciyla kullanilmaktadir (Batum, 1997 ve Gupta, 2003;

Ulutiirk, 2012°den).

1.1.1.3. Tekstil Endiistrisi

Pullulanazlar kirislenmis nisastay1 kisa siirede parcalamaktadir. Pamuklu
ipliklerin dokuma islemi sirasinda tarazlanarak kopmasini 6nlemek igin iplikler
nisasta bazli bir hasil banyosundan gegirilip saglamlastirilmaktadir. Ham bezin,
dokumadan sonra diger islemlere hazirlanmasi i¢in bu nisasta kolasinin
uzaklastirilmasinda pullulanazlar hasil sokiicii olarak kullanilmaktadir (Ulutiirk,

2012).
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1.1.1.4. Kagit Endiistrisi

Kagidm islenmesinde, kagit kalitesini arttirmak amaciyla, kagit hamurunun
nisasta ile kiriglenmesi gerekmektedir. Bu islem ile kagida sertlik ve dayaniklilik
kazandirmakla birlikte kdgidin tabaklanmasini ve daha iyi silinebilir olmasin1 saglar.
Kagidin kirislenme islemi sonucunda kagit iizerindeki nisasta kalintilar1 pullulanaz

kullanilarak ortamdan uzaklastirilir (Gupta, 2003; Ulutiirk, 2012°den).
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2. ONCEKI CALISMALAR

Saha ve ark. (1988), Clostridium thermohydrosulfuricum iizerinde yaptiklart
calismalarda optimum caligma sicakligt 90°C bulunmus, termal stabiliteyi
incelediklerinde ise enzimin 95°C’ye kadar kararliligim1  korudugunu
belirlemislerdir. Optimum enzim aktivitesini pH 5.0- pH 5.5 araliginda belirlemisler
ve pH 3.0-5.0 araliginda enzimin kararliligini korudugunu ve pH arttikca kararliligin
logaritmik olarak diistiigiinii goézlemlemislerdir. Metal iyonlarinin ve bazi
kimyasallarin enzim aktivitesine etkisi incelendiginde MgCl,, CaCl,, MnCl, ve
CoCly’de %5-22 oraninda artis oldugu tespit edilmistir. ZnCl,, FeCl; ve EDTA’da
%39-66 araliginda enzim aktivitesinde azalma oldugu tespit edilmistir.

Lonsane ve ark. (1990), enzim iiretiminde inkiibasyon siiresi arttik¢a tiretilen
enzim miktarinda 48 saate kadar artig oldugunu gézlemlemisglerdir. 48 saatten sonra
ise enzim aktivitesinde zaman gegtikce diisiis oldugunu bildirmislerdir.

Swamy ve Seenayya (1996), Clostridium  thermosulfogenes’den
amilopullulanaz iiretiminde optimum sicakligin 60°C'de oldugunu bildirmislerdir.

Messaoud ve ark. (2002), Tunus kaplicalarindan aldiklar1 toprak 6rneklerinden
izole ettikleri termofilik suglardan US105 olarak adlandirdiklari sus tlzerinde
yaptiklar1 ¢alismalarda, bu susun 45-70°C arahiginda ireyebildigini ve kati
besiyerinde en yiiksek pullulanaz aktivitesini 55°C’de gosterdigini bildirmiglerdir.

Nair ve ark. (2006), Bacillus cereus FDTA-13 ile yaptiklar ¢alismalarda, pH
6.8'de pullulanazin termal stabilitesini incelediklerinde, 75°C'de %89 aktivitesini
korudugunu bildirmislerdir.

Malakar ve ark. (2010), pullulanaz iretiminin 6zellikle nisasta varliginda
onemli Olclide arttigini; glukoz, amilaz ve glikojen varliginda ise pullulanaz
iretimini %70-80 oraninda baskiladigimi tespit etmislerdir. Bununla birlikte

pullulanaz aktivitesinin Co*?, Ni*?, Cu*® Zn*? ve Mg** iyonlar tarafindan yiiksek
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oranda inhibe edildigini ancak Ca* varliginda enzim aktivitesinde %179’ luk bir artig
oldugunu bildirmislerdir.

Waleed ve ark. (2015), Bacillus cereus ile iirettikleri enzimde inkiibasyon
stiresinin tiretime etkisini incelediklerinde maksimum enzim aktivitesinin 48. saatte
goriildiigiinii ve ardindan aktivitenin azalmaya basladigini tespit etmislerdir. Uretim
sicakligt incelendiginde, 37°C'de maksimum iiretimin saglandig ve sicakligin artisi
ile enzim aktivitesinde kademeli bir artis oldugunu gézlemlemislerdir. Pullulanaz
iiretimi iizerindeki pH etkisini belirlemek i¢in mikroorganizmalar, pH 5.0-10.0
araliginda farkli pH'larda inkiibasyona birakildiginda enzim iiretiminin pH 7'de en
yiiksek oldugunu belirlemislerdir. pH'daki artisla birlikte enzim aktivitesinin biiytik
Olciide azaldigini bildirmislerdir.

Duan ve Wu, (2015), iirettikleri pullulanaz i¢in optimum pH ve sicaklig
sirasiyla pH 4.5 ve 60°C olarak belirlemislerdir. 60°C’de iiretim yaptiklarinda 160
saat sonunda baslangic aktivitesinin %50’sini korundugunu, dolayisiyla iiretilen
enzimin termal kararliliginin yiiksek oldugunu bildirmislerdir.

Prabnu ve ark. (2017), Klebsiella aerogenes lizerinde yaptiklart ¢alismada
optimum {iretim kosullarini incelemigler ve pH 7.0 ve 37°C’de en iyi enzim
tretiminin gerceklestigini tespit etmislerdir. Enzim liretimine zamanin etkisini tespit
etmek i¢in 24-72 saat araliginda enzim iiretimi yapmis, en yiiksek enzim iiretiminin
48. saatte elde edildigini belirlemislerdir. Ayrica enzim iiretimine farkli karbon
kaynaklarinin etkisi aragtirllmis ve en iyi sonucun nisasta ile alindigim
bildirmislerdir.

Sihay (2019), Fontibacillus pullulanilyticus’tan kismi saflastirdig1 pullulanazin
optimum aktivitesini pH 8.0 ve 30°C'de belirlemistir. Enzimin 5.0-7.0 pH araliginda
ortalama %87 aktivite gosterdigi, bu sebeple asidik ortamda c¢alismaya uygun
oldugunu, ayrica 30°C-50°C araliginda ortalama %95 aktivite gosterdigini
bildirmistir.
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. Materyal

Bu calismada dogal ¢evreden izole edilen Bacillus spp. suslari, su banyosu,
sogutmali santrifiij, spektrofotometre, ¢alkalamali inkiibatdr, otoklav, hassas terazi,
etliv, steril hava akigli kabin kullanilmistir. Ayn1 zamanda izolasyon, enzim {iretimi

ve karakterizasyonu i¢in ¢esitli besiyerleri ve kimyasallar kullanilmustir.

3.1.1. Kullanilan Besiyerleri
3.1.1.1. LB (Luria-Bertani) Agar
Topraktan bakterilerin izolasyonu, saf kiiltiir eldesi, stoklanmasi gibi

asamalarda kullanilmistir.

Bilesim g/LL
Tripton 10
NaCl 10
Maya 5
Agar 15

3.1.1.2. Nisastah Besiyeri
Izole edilen suslarin nisastayr parcalama yeteneklerinin gdzlenmesi

amaciyla kullanilmustir (Sihay, 2019).
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Bilesimi g/LL
Nisasta 10
Maya Oziitii 5
KoHPO, 0,3
MgSO4.7H,O 0,2
(NH4)2S04 1
CaCl,.2H.O 0,2
FeS04.7H,0 0,01
MnCl».4H,O 0,001
Agar 15

3.1.1.3. Pullulanh Besiyeri
Izole edilen suslarin pullulanaz aktivitelerinin gozlenmesi amaciyla

kullanilmistir (Khalaf ve Aldeen, 2013; Sihay, 2019).

Bilesimi g/L
Pullulan 10
Maya Oziitii 5
K2HPO4 0,3
MgS04.7H,0O 0,2
(NH4)2SOq4 1
CaCl,.2H,O 0,2
FeS04.7H,0O 0,01
MnCl».4H,O 0,001
Agar 15
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3.1.2. Kullanilan Cozeltiler
3.1.2.1. Lugol Cozeltisi

Pullulanazin kat1 besiyerinde pullulan ve nisasta iizerindeki hidrolizini tespit

etmek i¢in kullanilmistir (Cetin, 1968).

Bilesimi g/100 mL
Iyot 7
Potasyum lyodiir 3

Elde edilen ¢ozelti amber siselerde stok olarak saklanmistir. Cozelti

kullanilmadan 6nce 1:20 oraninda seyreltilmistir.

3.1.2.2. Sodyum Asetat Tamponu
Enzimlerin pH 4.0 ve 5.0’te aktivitesinin arastirilmasinda kullanilmistir.
Cizelgede verilen oranlar karigtirilarak istenilen pH’da 0.1 M derisimde sodyum

asetat tamponu elde edilmistir (Temizkan ve Arda, 2004).

Cizelge 3.1. Sodyum Asetat Tamponun Hazirlanmasi

pH 0.2 M Asetik 0.2M Distile Su Toplam
Asit (mL) Sodyum (mL) Hacim (mL)
Asetat (mL)
4.0 82,0 18,0 100 200
5.0 29,6 70,4 100 200
3.1.2.3. Fosfat Tamponu
Enzimlerin pH 6.0, 7.0 ve 8.0’de aktivitesinin arastirilmasinda

kullanilmistir. Cizelgede verilen oranlar karigtirilarak istenilen pH’da 0.1 M

derisimde fosfat tamponu elde edilmistir (Temizkan ve Arda, 2004).
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Cizelge 3.2. Fosfat Tamponunun Hazirlanmasi

pH 0.2M 02M Distile Su Toplam

KH,PO4 K>;HPO4 (mL) Hacim (mL)
(mL) (mL)

6.0 87,7 12,3 100 200

7.0 39,0 61,0 100 200

8.0 53 94,7 100 200

3.1.2.4. Glisin-NaOH Tamponu

Enzimlerin pH 9.0 ve 10.0’da aktivitesinin arastirilmasinda kullanilmistir.

Cizelgede verilen oranlar karistirilarak istenilen pH’da 0.1 M glisin-NaOH tamponu

elde edilmistir (Temizkan ve Arda, 2004).

Cizelge 3.3. Glisin-NaOH Tamponunun Hazirlanmasi

pH 0.2 M Glisin | 0.2 M NaOH Distile Su Toplam
(mL) (mL) (mL) Hacim (mL)

9.0 50 8,8 141,2 200

10.0 50 32 118 200

3.1.2.5. Dinitro Salisilik Asit (DNSa) Cozeltisi

Pullulan ve nisastanin pullulanaz etkisiyle parcalanmasi sonucu agiga ¢ikan

indirgen seker miktarinin belirlenmesinde kullanilmigtir. 1 g DNSa 50 mL distile

suda ¢oziilerek iizerine yavas yavas Na-K-Tartarat eklenmistir (30 g). Uzerine 20

mL 2 N NaOH eklenerek son hacim 100 mL’ye tamamlanmistir (Mulimani ve ark.,

2000).

10
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3.2. Metod
3.2.1. Bacillus spp. Suslarinin izolasyonu

Mistr ve patates tarimi yapilan bolgelerden 6 farkl alan secilerek 6rnekleme
yapilmistir. Bacillus spp. izolasyonu i¢in 1 g toprak tartilarak 9 mL distile su
icerisinde karistirilip 80°C’de 1 dakika 1s1 soku uygulamasi gerceklestirilmistir. Tek
koloni elde etmek amaci ile steril distile su ile seri sulandirmalar yapilarak %10 NaCl
iceren ve pH’st 10.00 olan LB agar besiyerine yayma ekim yapilarak 37°C’de
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda besiyerinde tek koloni seklinde
iireyen Bacillus goriiniimiinde olan koloniler LB agar besiyerine ¢izgi ekim yontemi
ile ekilerek 37°C’de 18 saat inkiibasyona birakilmigtir. LB agarda tireyen suslar
Gram boyama yontemiyle boyanarak Gram pozitif, cubuk sekilli, endospor olusumu

gozlenen 118 sus secilmis ve stok kiiltiirleri hazirlanarak, +4°C’de saklanmugtir.

3.2.2. Kat1 Besiyerinde Pullulanaz Aktivitesi

Kat1 besiyerinde pullulanaz aktivitesinin saptanmasi i¢in; %1 pullulan, %0.5
maya Oziiti, %0.03 KoHPO4, %0.02 MgSO47H>0, %0.1 (NH4)2SOs, %0.02
CaCl,2H,0, %0.001 FeSO4+7H,0, %0.0001 MNCl>4H,O ve %1.5 Agar igeren
besiyeri hazirlandi, pH 7.0’ye ayarlandi, 121°C’de 15 dakika steril edildi. Besiyerine
ekilen suglar 48 saat inkiibasyona birakildi (Khalaf, 2013). 12 saat araliklarla kontrol
edilerek, ekim cizgisi etrafinda olusacak seffaf hidroliz zonlar1 saptandi. Ureme
alanlariin ¢evresinde seffaf zon olusturanlar ve bunlarin arasinda en yiiksek zonu
veren suslar belirlendi (Wei ve ark., 2014). izole edilen suslardan en genis ve berrak

zona sahip suslar secilerek iiretici sus olarak belirlendi.

3.2.3. Pullulanazin Kismi Saflastirilmasi
Substratli s1v1 besiyerinde 48 saatlik inkiibasyon ile elde edilen kiiltiir 6500
rpm’de santrifiij edilerek silipernatant alinmistir. Siipernatant iizerine hacminin

yaklasik 2 kat1 soguk aseton (-20°C) eklenerek proteinlerin ¢oktiiriilmesi asamasina

11
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gecilmistir. Bir gece -20°C’de bekletilen siipernatant-aseton karigimi 12000 rpm’de
coktiiriilerek pellet kismi alinmustir. Uzerine steril, pH 7.0 fosfat tamponu eklenerek
tampon igerisinde ¢Oziilmiis ve aktivite tayini i¢in 4°C’de saklanmistir (Odibo ve

Obi, 1988).

3.2.4. Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Pullulanin parcalanmasi ile ac¢iga c¢ikan indirgen sekerin Olciilmesine
dayanan bir yontem olan DNS (dinitrosalisilik asit) yontemi kullanildi (Miller, 1959:
Uyar, 2017°den).

Reaksiyon i¢in 250 pl enzim ¢ozeltisi ve 250 pl substrat ¢ozeltisi karistirildi.
Karisim 37°C’de 20 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda enzim aktivitesini
sonlandirmak amaciyla reaksiyon tiipiine 500 ul DNS (3.5-Dinotrosalisilik asit)
¢oOzeltisi eklendi. Bu islemi takiben enzim, 100°C’de 10 dakika inkiibe edilerek renk
degisimi saglandi. Spektrofotometrede 540 nm dalga boyunda absorbans degerleri
okundu. Okuma islemi sirasinda kor olarak 0. dakikada DNS soliisyonu eklenerek
aktivitesi durdurulmus olan ayn1 reaksiyon karigimi kullanildi (Cinar, 2007). Yapilan
aktivite belirleme ¢aligmalarinda en yiiksek aktivite gosteren suslar arasindan liretici

sus secimi yapildi.

3.2.5. Enzim Uretiminde Inkiibasyon Sicakhginin Etkisi

En yiiksek pullulanaz aktivitesini gosteren iki sus (K'Y-4, KY-41), pullulan
iceren s1v1 besiyerine inokiile edilip pullulanaz aktivitesi iizerine sicakligin etkisinin
belirlenmesi igin 20, 30, 37, 40, 50 ve 60°C’lerde 48 saat inkiibe edilerek iiretilmis,
siipernatant alinarak, standart enzim aktivitesi saptanmis, optimum enzim tiiretim

sicakligt belirlenmistir.

12
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3.2.6. Optimum Uretim Siiresinin Belirlenmesi
Enzim {iretimi i¢in en uygun iiretim zamanin belirlenmesi amaciyla 12-72
saat araliginda {iretim yapilmis, her 12 saat sonunda standart enzim aktivitesi tayini

yapilmistir.

3.2.7. Enzim Uretimine pH’nin EtKisi

Pullulanaz iiretiminde kullanilan substratli sivi besiyeri farkli pH’larda
hazirlanmistir (5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0, 10.0). Her pH araligindaki besiyerine inokiile
edilen bakteri suslar1 optimum inkiibasyon sicakliginda ¢alkalamali inkiibatorde 48

saat iiretilmis ve optimum enzim iiretim pH’s1 belirlenmistir.

3.2.8. Substrat Spesifitesi

Enzim iiretimine, pullulan disinda nigastanin etkisi de arastirilmigtir (Hii ve
ark., 2009).

Enzim Karakterizasyonu: Uretim kosullarinin optimizasyonundan iiretici
sus olarak kullanilan iki farkli susa ait enzimin karakterizasyonu yapilmistir. Bu

denemeler igin kiiltiir siipernatant1 enzim olarak test edilmistir.

3.2.9. Enzimin Optimum pH’sinin Belirlenmesi
Uretilmis enzim aktivitesine pH nin etkisini saptamak amaciyla pH 4.0-10.0

araliginda standart aktivite tayini ile aktivite belirlenmistir.,

3.2.10. Enzimin Optimum Sicakhiginin Belirlenmesi

Enzim aktivitesi lizerine sicakligin etkisinin arastirilmasi amaciyla, enzim
preparasyonu 20, 30, 37, 50 ve 60°C sicakliklarda 20 dakika inkiibe edilmis ve
aktivite tayini yapilmistir (Uyar, 2017).

13
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3.2.11. Sicakhi@in Enzim Kararhhigma Etkisi

Sicakligin enzim kararliligina etkisinin arastirilmasi amactyla 20, 30, 40, 50,
60 ve 70°C sicakliklarda enzim ¢ozeltisi 2 saat 6n inkiibasyona tabi tutulmustur.
Herhangi bir 6n islem uygulanmayan enzim ¢ozeltisine ait aktivite degeri %100
olarak kabul edilmis ve 6n inkiibasyona tabi tutulmus olan enzimlerde aktivite tayini

yapilmistir (Sihay, 2019).

3.2.12. pH’nin Enzim Kararhhgina Etkisi

pH’nin enzim kararliligina etkisinin arastirilmasi amaciyla pH 5.0, 6.0, 7.0,
8.0, 9.0 ve 10.0 degerlerinde tamponlar kullanilarak enzim c¢ozeltisi 2 saat 6n
inkiibasyona tabi tutulmustur. Herhangi bir 6n isleme tabi tutulmayan enzim
cozeltisine ait aktivite degeri %100 olarak kabul edilmis ve 6n inkiibasyona tabi

tutulmus olan enzimlerde aktivite tayini yapilmistir (Sihay, 2019).

14
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Bacillus spp. Suslarinin izolasyonu

Farkl1 bolgelerden alinan topraklardan, LB agarda tek koloni olarak iireyen,
koloni morfolojisi Bacillus goriiniimlii 118 sus izole edilmis ve saf kiiltiirleri
hazirlanmistir. Her bir izolat Gram boyama ile boyanmis, mikroskobik inceleme ile
Gram pozitif, endospor olusturan, cubuk sekilli bakteriler oldugu dogrulanmustir.
BioMerieux bakteri tanilama sistemi ile secilen izolatlarin Bacillus oldugu

dogrulanmistir (Lennette ve ark., 1985; Venkateswaran ve ark., 2003).

4.2. Kat1 Besiyerinde Pullulanaz Aktivitesi

Pullulanaz aktivitesini saptamak amaciyla 118 izolat pullulanli kati
besiyerine ekilmis, 37°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir (Khalaf, 2013). 48 saat
sonra liigol ile boyamada iireme alanlarinin gevresinde en yiiksek pullulanolitik

aktivite gosteren bes izolat (KY-4, KY-8, KY-13, KY-41 ve KY-95) belirlenmistir.

Sekil 4.1. KY-41 Susunun Kat1 Besiyerindeki Aktivite Zonu

4.3. Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi
Pullulanin pargalanmasi ile agiga ¢ikan indirgen sekerin 6l¢iilmesine dayanan
bir yontem olan DNSa (dinitrosalisilik asit) yontemi kullanmilmstir (Miller, 1959;

Uyar, 2017°den).
15
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Reaksiyon i¢in 250 pl enzim ¢ozeltisi ve 250 pl substrat ¢ozeltisi karigtirildi.
Karisim 37°C’de 20 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda 500 pl DNSa
¢ozeltisi eklenerek enzim aktivitesi sonlandirildi. Ardindan 100°C’de 10 dakika
inkiibe edilerek renk degisimi gozlendi ve spektrofotometrede 540 nm dalga
boyunda absorbans degerleri okundu. Okuma islemi sirasinda kor olarak 0. dakikada
DNSa soliisyonu eklenerek aktivitesi durdurulmus olan ayni reaksiyon karisimi
kullanildi (Cinar, 2007). Yapilan okumalarda en yiiksek aktivite KY-4 ve KY-41

numarali suslarda tespit edilmistir.

4.4. Enzim Uretiminde Inkiibasyon Sicakhginin Etkisi

En yiiksek pullulanaz aktivitesi gosteren KY-4 ve KY-41 numarali suslar,
pullulanli besiyerinde 20, 30, 37, 50, 60°C’lerde 48 saat lretilmis ve kiiltir
siipernatant1 aktivite tayini i¢in kullanilmistir. Bu aragtirmada her iki sus igin

optimum aktivite 50°C’de gozlenmistir. Bu sonuglar Sekil 4.2 ve 4.3’te verilmistir.

120%

100%
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80%

60%

40%

Bagil Aktivite (%)

20%
0%
20 30 40 50 60

°C

Sekil 4.2. Uretim Sicakligmin KY4 Susunun Enzim Aktivitesine Etkisi
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Sekil 4.3. Uretim Sicakligmin KY41 Susunun Enzim Aktivitesine Etkisi

4.5. Enzim Uretimine pH’nin Etkisi

KY-4 ve KY-41 numarali izolatlarda enzim firetimine pH’nin etkisinin
arastirilmasi amaciyla farkli pH’larda (5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0, 10.0) besiyerleri
hazirlanarak, optimum sicaklik degeri olan 50°C’de enzim iiretimi yapildi. DNSa
metodu ile aktivite tayini yapildi. KY-4 ve KY-41 numarali suslar i¢in pH 9,0 en iyi
iretim pH’s1 olarak belirlendi. pH’nin enzim iiretimine etkisi ile ilgili sonuglar Sekil

4.4 ve 4.5’te verilmistir.
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Sekil 4.4. Uretim pH’smin KY4 Susunun Enzim Aktivitesine Etkisi
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Sekil 4.5. Uretim pH’sinin KY41 Susunun Enzim Aktivitesine Etkisi

Saha ve ark. (1988), Clostridium thermohydrosulfuricum ile yaptiklan
caligmalarda, pullulanaz enziminin optimum 5.0-5.5 pH aralifinda calistigim
bildirmistir.
18
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Duan ve Wu (2015), ise yaptiklar1 ¢alismalarda optimum iiretim pH’sin1 4.5
olarak belirlemislerdir.
Waleed ve ark. (2015), enzim iiretiminde optimum pH degerini belirlemek

icin yaptiklar1 denemelerde, en yiiksek iiretimi pH 7.0’de elde etmislerdir.

Enzim Karakterizasyonu ile flgili Bulgular
KY-4 ve KY-41 nolu izolatlardan pullulanaz iiretimi i¢in optimize edilmis
kosullarda iiretilen bakteri kiiltiirleri santrifiijleme ile ¢oktiiriilerek, iist faz enzim

preparati olarak enzim karakterizasyonu amaciyla kullanilmistir.

4.6. Enzimin Optimum Sicaklik ve pH’simin Belirlenmesi

Bu amagla pH 7.0 fosfat tamponu igerisinde saklanan enzim ve pH 5.0, 6.0,
7.0, 8.0, 9.0 ve 10.0 araliginda hazirlanmis tamponlar kullanilmigtir. Her pH’da 20,
30, 37, 50 ve 60°C sicakliklarda 20 dakika inkiibasyondan sonra DNSa metodu ile
aktivite tayini yapildi. KY-4 ve KY-41 enzimleri i¢in optimum sicaklik 50°C ve
optimum pH 9.0 olarak belirlenmistir. Optimum sicaklik ve pH i¢in elde edilen

sonuglar Sekil 4.5, 4.6, 4.7 ve 4. 8’de grafiklerle verilmistir.
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Sekil 4.6. Sicakligin (KY-4 enzimi) Enzim Aktivitesine Etkisi

120%

100%

100%

80%

60%

40%

Bagl Aktivite (%)

20%
0%
pH

Sekil 4.7. pH’nin (KY-4enzimi) Enzim Aktivitesine Etkisi
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Sekil 4.8. Sicakligin (KY-41 enzimi) Enzim Aktivitesine Etkisi
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Sekil 4.9. pH’nin (KY-41enzimi) Enzim Aktivitesine Etkisi

Saha ver ark. (1988), Clostridium thermohydrosulfuricum’dan pullulanaz

enzimi Uretmisler ve enzimin 90°C ve pH 5.5’te en yiiksek aktivite gosterdigini
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bildirmislerdir.

Kimura ve ark. (1989), optimum enzim aktivitesi igin uygun kosullarin pH 7.0
ve 50°C oldugunu bildirmislerdir.

Bertoldo ve ark. (2004), pullulanazin pH 8.0 ve 65°C’de en yliksek aktivite
gosterdigini bildirmislerdir.

Nair ve ark. (2006), optimum aktiviteyi pH 6.8’de saptamislardir.

Duan ve Wu (2015), optimum enzim aktivitesini pH 4.5 ve 60°C olarak

belirlemislerdir.

4.7. Sicakhigin Enzim Kararhhgina Etkisi

Sicakligin enzim kararliligina etkisinin arastirilmasi amaciyla 20, 30, 40, 50, 60
ve 70°C sicakliklarda enzim c¢ozeltisi 2 saat on inkiibasyona tabi tutulmustur.
Herhangi bir 6n igleme tabi tutulmayan enzim ¢ozeltisine ait aktivite degeri %100
olarak kabul edilmis ve 6n inkiibasyona tabi tutulmus olan enzimler aktivite tayini
i¢in kullanilmstir.

KY-4 numarali sus, 20 ve 30°C sicakliklarda aktivite kaybi gdstermezken,
40°C’de %S5, 50°C’de %8, 60°C’de %22 ve 70°C’de %46 aktivite kayb1 gostermistir
(Sekil 4.9).
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Sekil 4.10. Sicakligin (KY-4 enzimi) Enzim Kararliligina Etkisi
KY41 numarali sugun kararliligi incelendiginde 20 ve 30°C’de herhangi bir

aktivite kayb1 goriilmezken, 40°C’de %4, 50°C’de %5, 60°C’de %75 ve 70°C’de

%51 oraninda aktivite kayb1 gostermistir.
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Sekil 4.11. Sicakligin (KY-41 enzimi) Enzim Kararliligina Etkisi

Saha ve ark. (1988), Clostridium thermohydrosulfuricum pullulanazi igin
enzimin 95°C’ye kadar kararli oldugunu bildirmiglerdir.

Nair ve ark. (2006), pH 6.8’de 10 dakika farkli sicakliklarda enzimi On
inkiibasyona tabi tutmus ve bagil aktiviteyi saptamislardir. Enzimin 75°C’de %89
oraninda aktivitesini korudugunu bildirmislerdir.

Duan ve Wu (2015), 60°C’de optimum aktivite gosteren enzimin 60°C’de 160
saat beklettiklerinde bile aktivitenin %50 korundugunu bildirmislerdir.

4.8. Enzim Uretimi I¢cin Optimum Inkiibasyon Zamaninin Etkisi
Bu amagla enzim iiretici suslar iiretim besiyerinde 12-72 saat inkiibe edilmis
ve en yiiksek iiretimin 48. saatte gerceklestigi belirlenmistir. 48. saatten sonra

aktivitenin diismeye basladig1 gézlemlenmistir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.12. Uretim Siiresinin (KY-41 enzimi) Enzim Aktivitesine Etkisi

Lonsane ve ark. (1990), enzim iiretiminde inkiibasyon siiresinin en iyi 48.
saatte oldugunu, 48 saatten sonra enzim miktar1 ya da enzim aktivitesinde bir diisiis
oldugunu bildirmislerdir.

Waleed ve ark. (2015), 12 saatten 72 saate kadar iiretim yaptiklarini ve en
yiiksek enzim aktivitesini 48 saat sonunda gozlemlediklerini bildirmiglerdir.

Prabnu ve ark. (2017), enzim iiretimi amaciyla 24-72 saat araliginda
inkiibasyon yapmiglar ve en yiliksek enzim iiretiminin 48. saatte gerceklestigini

bildirmislerdir.

4.9. Enzim Kararhhgma pH’nin Etkisi

Bu amagla pH 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0 ve 10.0 degerlerinde tamponlar igerisinde
enzim ¢0zeltisi 2 saat 6n inkiibasyona tabi tutulmustur. Herhangi bir 6n isleme tabi
tutulmayan enzim ¢ozeltisine ait absorbans degeri %100 kabul edilmis ve farkli
pH’larda elde edilen absorbans degerleri grafiklendirilmistir.

KY-4 nolu izolatin enzimi pH kararlilig1 acisindan degerlendirildiginde; pH
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5.0’da %8, pH 6.0’da %5, pH 7.0°da %2, pH 9.0’da %4, pH 10.0’da %16 oraninda
aktivite kayb1 gozlenmis, pH 8.0’da herhangi bir aktivite kayb1 goriillmemistir (Sekil
4.11ve Sekil 4.12).
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Bagil Aktivite (%)

80%
75%
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Sekil 4.13. pH’nin (KY-4 enzimi) Enzim Kararliligina Etkisi

Bu denemeler sonucunda; pH 5.0°da %12, pH6.0’da %8, pH 7.0’da %2, pH
9.0’da %6, pH 10.0°da %15 oraninda aktivite kayb1 gézlenmistir. KY-4 enziminde
oldugu gibi KY-41 enziminde de pH 8.0’da herhangi bir aktivite kaybi tespit

edilmemigtir.
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Sekil 4.14. pH’nin (KY-41 enzimi) Enzim Kararliligina Etkisi

Saha ve ark. (1988), Clostridium thermohydrosulfuricum’a ait pullulanazin
pH 5.5’te hig¢ aktivite kaybina ugramadigini bildirmislerdir.

Kuroiwa ve ark. (2004), pullulanaz kararliligina pH etkisini incelediklerinde,
pH 3.0-8.0 araliginda yalnizca pH 6.0’da enzimin tam kararlilikta caligtigini
bildirmislerdir.

Zhang ve ark. (2009), pH 5.5-6.0 araliginda kararli olarak calismasini
stirdlirdiigiinii ancak pH daha alkali ya da asidik oldugunda aktivitede hizli bir diisiis
oldugunu bildirmislerdir.

Chen ve ark. (2015), pullulanaz kararlilig1 lizerine yaptiklar1 ¢alismalarda pH
4.5-6.5 araliginda enzim aktivitesinde bir kayip olmadigini bildirmislerdir.

Alagdz ve ark. (2016), serbest pullulanaz ve immobilize pullulanaz ile
yaptiklar1 c¢aligmalarinda, serbest haldeki pullulanaz enzimi i¢in pH 6.0 ve

immobilize pullulanaz i¢in pH 5.0’da %100 aktivitenin korundugunu bildirmislerdir.
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4.10. Metal iyonlarinin Enzim Aktivitesine Etkisi

Metal iyonlarmin KY-41 izolatindan firetilen enzim aktivitesine etkisini
saptamak amaciyla enzim 10 dakika NaCl, CaCl,, ZnCl,, CuSO4, FeSOs, CoCl,,
MgSOs ve MnCl, ile (1 mM ve 5 mM konsantrasyonlarda) karistirilarak 6n
inkiibasyona birakilmigtir. Grafikte goriildiigi lizere NaCl, CaCl,, ZnCl,, CuSOs,
FeSO4 ve MgSO4 1 mM konsantrasyonda %1-6 oranlarinda aktivite kaybina neden
olmustur. Ayn1 kimyasallarin 5 mM konsantrasyonu kullanildiginda; NaCl %17,
CaCl, %11, ZnClz %7, CuSOs %28, FeSO4 %12 ve MgSO4 %26 oraninda aktivite
kaybina neden olmustur. Bununla birlikte CoCl, ve MnCl, 1 mM ve 5 mM’lik
konsantrasyonlarda aktivite artisina sebep olmustur (CoCl, %4 ve %10, MnCl, %18
ve %21).
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Sekil 4.15. Metal Iyonlarmin (KY-41 enzimi) Enzim Aktivitesine Etkisi

Saha ve ark. (1988), Clostridium thermohydrosulfuricum pullulanaz1 igin
CaCl, ve MgCl’de %5, MnCl’de %10 ve CoCly’de %22 aktivite artisi
saptamislardir. Bununla birlikte ZnCl>’de %66 ve FeClo’de %58 aktivite kaybi
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bildirmislerdir.

Kimura ve ark. (1989), CaCl,’de %1, CaCly’de %4 ve FeCls’te %11 enzim
aktivitesinde artigla birlikte CuCl,’de %90, FeSO4’ta %6, MgCl,’de %10, MnCl,’de
%42 ve ZnCly’de %12 aktivite kaybi goriildtigiinii bildirmislerdir.

Ling ve ark. (2009), 0.2 mM konsantrasyonda Ni*?, Co*?, Mg*?, Cu*? ve Zn*?
tarafindan pullulanaz aktivitesinin gii¢lii bir sekilde inhibe edildigini bildirmistir.
Ancak Ca*? iyonunun pullulanaz aktivitesini %179 civarinda artiran giiglii bir uyarici
oldugunu bildirmislerdir.

Orhan ve ark. (2014), 20 mM CaCl,, FeCl,, FeCls;, MgCl,, CoCl,, NiCl,
NaCl, CuSOs, LiSO4, AgNO; ve KI etkisinde CaCl, disindaki metal iyonlarinda
aktivite artig1 saptamiglardir (FeCl, %4, FeClz %10, MgSO4 %23, CoCl, %27, NiCl,
%24, NaCl %23, CuSO4 %4, LiSO4 %22, AgSO4 %15 ve KI %24). CaCl; etkisinde
%2 oraninda aktivite kayb1 oldugu ve bulgular karsilastirildiginda CoCl,, MnCl, ve

NaCl i¢in benzer sonuglar elde edildigini bildirmiglerdir.

4.11. Diger Kimyasallarin Enzim Aktivitesine EtKisi

KY-41 izolatina ait enzim 10 dakika %1 ve %35 konsantrasyonlarda TEMED,
EDTA, Triton X-100 ve Tween 80 ile 0n inkiibasyona birakilmis ve on
inkiibasyondan sonra DNSa metodu ile aktivite tayini yapilmig, on islem
uygulanmamis 6rnek kontrol (%100) olarak kabul edilmistir. TEMED %10 ve %18,
EDTA %22 ve %29, Triton X-100 %10 ve %18, Tween 80 ise %12 ve %23 oraninda

aktivite azalmasina neden olmustur (Sekil 4.14).
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Sekil 4.16. Baz1 Kimyasallarin (KY-41 enzimi) Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Saha ve ark. (1988), Clostridium thermohydrosulfuricum‘dan iiretilen
pullunazda EDTA’nin enzim aktivitesini %39 oraninda azalttigin1 bildirmislerdir.

Orhun ve ark. (2014), EDTA’nin enzim aktivitesini %2 oraninda artirdigini,
Tween 80 ve Triton X-100 varliginda ise kalan aktivitenin %1.40 ve %11.50

oldugunu bildirmislerdir.

4.12. Substrat Spesifitesi

Enzim iiretiminde nisastanin substrat olarak kullanilabilirligi test edilmistir (Hii
ve ark., 2009). Bu amagla pullulan ve nisasta substrat olarak kullanilarak enzim
uretilmis ve standart aktivite tayininde pullulan kullanilmistir. Enzim tiretiminde
nisastanin pullulana alternatif substrat olarak kullanilabilecegi ve enzim {retimi

sirasinda pullulandan daha iyi sonug verdigi gézlenmistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.17. Kullanilan Substratin (KY-41 enzimi) Enzim Uretimine Etkisi

Prabnu ve ark. (2017), enzim iiretimi i¢in nisastanin pullulandan daha iyi bir
karbon kaynagi oldugunu bildirmislerdir.

Sihay (2019), iretim icin kullanilan besiyerinde pullulan yerine %1 oraninda
kullanilan nisastanin enzim tretiminde en etkili karbon kaynagi ve konsantrasyonu

oldugunu belirtmistir.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

5.1. Sonuclar

Dogal cevreden Bacillus spp. suslarinin izole edilmesi amaciyla alinan
toprak ornekleri o6n inkiibasyona birakilip 80°C’de 15 dakika 1s1 soku uygulamasi
yapilarak vejetatif formdaki bakterilerin elimine edilmesi ve spor olusturan
bakterilerin izole edilme islemleri yapilmistir. Aerobik sartlarda inkiibasyon
yapilarak Bacillus cinsine ait bakteriler saf kiiltiir olarak elde edilmistir. izole edilen
118 sus pH 7.0 ve 37°C’de 48 saat inkiibe edilmis, 46 susta pullulanaz aktivitesi
gozlenmistir. Pullunaz iireten suslar stok kiiltiire almarak gecici olarak +4°C’de
saklanmistir. En berrak ve genis hidroliz zonu veren 4 sus s1vi besiyerinde iiretilerek,
kismi saflagtirillmig enzimde aktivite tayini yapilmistir. Yapilan ¢aligmalarda bu
suslardan izole edilen enzimin ayn1 zamanda nisastayr da hidroliz ettigi
belirlenmistir.

Uretimde kullanilmak {izere 2 sus se¢ilmis ve bu suslar koloni morfolojisi,
gram boyama ve mikroskobik incelemelerle Gram pozitif ve basil olarak tespit
edilmistir. Gram pozitif bakterilerin iiretmis olduklari enzimleri hiicre digina serbest
halde salgilayabilmeleri avantajli bir durum olarak kullanilmaktadir.

Uretici olarak belirlenen suslarin optimum enzim iiretim sicakligi ve pH’s1
belirlenmistir. Sonraki asama olarak optimum pH ve sicaklikta, s1vi besiyerinde
iretimi  gergeklestirilerek, kismi enzim saflastirilmasi yapilmistir. Kismi
saflastirilmis enzimin optimum ¢alisma pH ve sicakligi tespit edilmistir.

Optimum enzim tretim zamaninin tespiti amactyla, optimum tiretim pH ve
sicakliginda {iiretim gergeklestirilmis, 0, 12, 24, 36, 48, 60, 72, ve 96. saatlerde
orneklemeler yapilarak en iyi liretim zamaninin 48. saat oldugu tespit edilmistir.

Yapilan caligmalarda optimum {iiretim sicakligt 50°C ve optimum iiretim
pH’s1 10.0, kismi saflagtirilmis enzim i¢in optimum aktivite sicakligi 50°C ve

optimum aktivite pH’s1 9.0 olarak tespit edilmistir.
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Bu veriler 1s1ginda, iretici susumuz ve irettigi enzim igin, alkali ve

termofilik denilmesi uygundur.

5.2. Oneriler

Dogal ve yerli gen kaynaklarinin, sanayide kullanima uygun olanlarinin
belirlenerek ekonomiye kazandirilmasi, bu baglamda disa bagimliligin azaltilarak
bitmesi a¢isindan O6nem arz etmektedir. Bu amagla arastiricilarin dogal enzim
iireticisi mikroorganizmalar iizerinde c¢aligmalarina devam etmeleri ve
arastirmacilarin bu yolda tesvik edilmeleri ve desteklenmeleri 6nemli bir konudur.
Bu genetik kaynaklarin kiiltiir koleksiyonlar1 olusturularak saklanmasi iilkemiz

agisindan ¢ok 6nemli bir adim olacaktir.
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