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Bu ¢alismada, Cukurova Universitesi kampiis topragindan izole edilen ve
Fontibacillus cinsine ait yeni bir type tiir olarak tanilanan Fontibacillus
pullulanilyticus DSHK 107" den pullulanaz iiretilmis ve enzimin karakterizasyonu
yapilmistir.

Pullulanaz aktivitesini saptamak amaci ile izole eden 110 sus %1 nisasta ve
%1 pullulan igeren agar besiyerlerine ekilerek 37°C’de 72 saat inkiibe edilmistir.
Daha sonra bakteri kiiltlirii iyot ¢ozeltisi ile boyanmustir. 14 susta pullanaz
aktivitesi gorilmiistiir.

Kismi olarak saflastirilan enzimin optimum aktivitesi pH 8,0 ve 30°C’de
saptanmistir. Enzimin pH 5,0-7,0 araliginda ortalama %87 aktiviteye sahip olmasi
asidik ortamda ¢alisilmaya elverisli oldugunu gdstermistir. 30°C-50°C araliginda
ortalama %95 aktiviteyle enzimin yiliksek oranda kararlilk da sagladig
belirlenmigtir.

Elde edilen bulgular, izole edilen enzimin endiistride kullanima uygun
oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Fontibacillus pullulanilyticus DSHK1077, pullulanaz,
pullulan, enzim iiretimi



ABSTRACT

MSc THESIS

PRODUCTION OF PULLULANASE FROM Fontibacillus pullulanilyticus
DSHK107"

Damla SIHAY
CUKUROVA UNIVERSITY
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Year: 2019, Pages: 93
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: Assoc. Dr. Dilek ALAGOZ
: Dr. Lecturer Akin YIGIN

In this study, pullulanase was produced by a new type of genus of
Fontibacillus; Fontibacillus pullulanilyticus DSHK107" isolated from soil of

Cukurova University campus and the produced enzyme has been characterized.

Total 110 strains were inoculated into producing medias (%1 starch and
%1 pullulan contained) and incubated at 37°C for 72 hours. Then for the detection
of pullulanase activity the bacteria culture was stained with iodine solution. 14 of
them showed pullulanase activity.

The partially purified pullulanase has optimum activity at pH 8.0, 30°C.

According to these results due to the characteristics of the enzyme, it can

be suggested that industrial field use is appropriate.

Key Words: Fontibacillus pullulanilyticus DSHK107", pullulanase, pullulan,

enzyme production
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GENISLETILMIS OZET

Bu calismada, Cukurova Universitesi kampiis topragindan izole edilen ve
Fontibacillus cinsine ait yeni bir type tiir olarak tanilanan Fontibacillus
pullulanilyticus DSHK107"den pullulanaz iiretilmis ve enzimin karakterizasyonu
yapilmigtir. Toplam 110 sus izole edilmis ve pullulanolitik aktivite gosteren 14 sus
oldugu tespit edilmistir. En yiliksek aktivite gosterdigi belirlenen DSHK107 susu
16S rRNA ve yag asiti analizleri sonucunda, Fontibacillus cinsine ait yeni bir tiir
olarak izole edilmis ve DSHKI107" Fontibacillus pullulanilyticus —olarak
isimlendirilmistir.

Kat1 besiyerinde DSHK107 susunu kullanarak pullulanaz iiretimi
gerceklestirdigimizde, optimum pH 9,0, sicaklik 37°C saptanmugtir. Sivi
besiyerinde ise en iyi enzim {iretimi pH 8,0 ve 30°C’de gozlenmistir.

Enzim {iretiminde karbon kaynaklariin etkisini belirleyebilmek amaciyla
yapilan caligmada nisastanin pullulanaz iiretimi i¢in en uygun karbon kaynag:
oldugu belirlenmistir. Kullanilacak nisastanin en uygun konsantrasyonun ise %1
oldugu tespit edilmistir. Enzim iiretiminde azot kaynaginin dogru seg¢ilmesi de son
derece Onemlidir. Maya, pullulanaz iiretimi i¢in en uygun azot kaynagi olarak
bulunmustur. Maya konsantrasyonunun enzim iretiminde etkinligi sirasiyla;
%0,3>%0,5>%1>%0,1>%1,5>%2 olarak bulunmustur. Bazal besiyerindeki metal
iyonlarimin etkinligi incelendiginde ise sirasiyla;
MnCl,.4H,0>K,HPO,>Kontrol>MgS0,.7H,0>FeS04.7H,0>CaCl,.2H,0 olarak
bulunmugstur. En yiiksek aktiviteye, %3’liik inokiilasyon miktariyla ulagilmistir.
Calkalama hizinin etkinligi ise sirastyla; 200>150>100>250>0 d/dk’dir. Optimum
sartlar saglandiktan sonra ise en yiiksek enzim aktivitesinin 44. saatte oldugu
saptanmistir.

Enzimin karakterizasyonu i¢in, pH’ nin pullulanaz aktivitesi ilizerine etkisini
saptamak amaciyla, pH 4,0, 5,0, 6,0, 7,0, 8,0, 9,0, 10,0 ve 11,0’de, %1 pullulan ile
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hazirlanan substrat ¢ozeltileri kullanilarak standart pullulanaz aktivite tayini
yapilmistir. Enzim pH 6,0’da en yiiksek aktiviteyi gostermistir. Enzimin pH 5,0-7,0
araliginda ortalama %87 aktiviteye sahip olmasi asidik ortamda c¢alisilmaya
elverigli oldugunu gostermistir. pH kararliligi incelendiginde ise pH 4,0-7,0
arasinda ortalama %96,75 aktivite kalmis olmasi enzimin genis bir pH araliginda
kararliligin1 korudugunu gostermektedir.

Sicakligin pullulanaz aktivitesi tizerine etkisini saptamak amaciyla enzim
ve substrat karisimu 25, 30, 35, 40, 45, 50, 60 ve 70°C sicakliklarda inkiibe
edildikten sonra standart pullulanaz aktivite tayini yapilmistir Enzimin optimum
sicaklig1 40°C saptanmis olmasina ragmen 35°C’de %90, 45°C’de ise %92 aktivite
gostermektedir. 30°C-50°C aralifinda ortalama %95 aktiviteyle yliksek oranda
kararlilik saglandig belirlenmistir. En az kararliligin saglandigir 80°C’de ise %57
aktivite kayb1 goriilmiistiir.

Metal iyonlarinin pullulanaz aktivitesi iizerine etkisini saptamak amaciyla
enzim preparasyonuna son konsantrasyon 1 ve 5 mM olacak sekilde Co™, Na*,
Mg, Ca", Cu™, Zn", Mn™ ve Fe™ iyonlar1 eklenmis ve aktivite tayini
yapilmistir. 5 mM Zn*™* varhgida %93 ve 5 mM Fe™ varliginda %89 aktivite
kayb1 goriilmiistiir. Sirasiyla 1 mM ve 5 mM Co** kullanildiginda enzim %56 ve
%58; Na"da %48 ve %47; Mg™>’da %71 ve %86; Cu*>’da %59 ve %56 aktivite

gostermistir.
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1. GIRIS

Enzimler, 19. yiizyilin ikinci yarisinda kesfedilmelerinden itibaren birgok
endiistriyel proseste yaygin olarak kullanilmaktadir. Enzimler, biyokimyasal
reaksiyonlarda ve metabolizmanin biitiin asamalarinda 6nemli rol oynayan son
derece verimli ve oldukca spesifik biyokatalizorlerdir. Son otuz yilda,
biyoteknolojideki, o6zellikle genetik ve protein miihendisligi alanindaki
ilerlemelerle, enzimler birgok yeni endiistriyel proseste kendilerine yer
bulmuslardir. Endiistriyel enzimlerin yarisindan fazlasi, yaklasik %30’u bakteriler
tarafindan iretilmekle birlikte kalan1 maya ve kiifler tarafindan {iretilmektedir.
Hayvanlar tarafindan yalmizca %S8, bitkiler tarafindan ise %4’ tiretilir (Srivastava
ve ark., 2019).

Mikrobiyal enzimler, bircok ekonomik ve ¢evre dostu endiistriyel sektdrde
rutin olarak kullanilmaktadir. Teknolojik toplumlarda gevre kirliligi konusunda son
zamanlarda artan farkindaliktan sonra kimyasal islemlerin, mikroorganizmalar ve
enzimler iceren hem ekonomik hem de cevre dostu biyoteknolojik islemlerle
degistirilmesi igin artan bir talep olugmustur (Hoondal ve ark., 2002; Nigam,
2013). Mikrobiyal enzimler, genellikle diisiikk maliyet ve kisa siirede {iretim, proses
modifikasyonunda esneklik ve optimizasyon, yliksek verim gibi endiistriyel
talepleri karsilamaktadir.

Endiistriyel enzimlerin gelisimi biiyilk oranda mikrobiyal kaynaklarin
kullanimina baghdir. Mikroorganizmalarin kisa slirede ve ucuz ortamlarda
iiremeleri ve izolasyonlarinin kolay olmasi enzim {iretimi i¢in hayvansal ve bitkisel

enzimlere gore mikrobiyal enzimleri daha avantajli kilmaktadir (Barredo, 2005).

1.1. Endiistriyel Enzimler
Giiniimiizde endiistriyel alanda, mikroorganizmalardan tiretilen enzimlerin
kullanimi, bitki ve hayvan kaynakli enzimlere gore ¢cok daha yiiksek orandadir. Bu

durum, hayvan ve bitki hiicreleriyle karsilagtirildiginda mikroorganizmalarin hizli
1
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bir sekilde ve ucuz ortamlarda iireyebilmeleriyle ilgilidir. Boylece kisa zamanda
yiikksek enzim verimi elde edilir. Mikroorganizmalarin genetik, cografik ve
fizyolojik ¢esitliliklerine bagli olarak katalitik aktiviteleri farklilik gosterir. Bu
durum, iretimleri sirasinda istenmeyen diriinlerin olusumu ve verim artiginin
kontrol edilebilmesini saglayan genetik manipiilasyonlarin kolaylasmasini saglar.
Ayrica, mikrobiyal enzimlerin iretildigi fermentatif prosesler mevsimsel
degisikliklerden bagimsizdirlar. Hayvan ve bitki dokusundan elde edilen enzimin
verimi ve kalitesi ise mevsimsel degisikliklere baglhidir. Bitkilerden enzim
izolasyonu siiregleri; kompleks ve oldukca pahali uygulamalardir. Ayrica
bitkilerden enzim iiretiminde fenolik bilesiklerin, hayvanlardan enzim iiretiminde
ise endojen enzim inhibitorleri gibi zararli maddelerin olusmasiyla sonlanan
proseslerdir. Bu nedenle, mikrobiyal enzimler bitki ve hayvan kaynakli enzimlere
gore uygun ve giivenli liretim yontemleriyle daha kararli ve verimlidir (Saxena,
2015).

Diger bir oOnemli nokta, enzim TUretme Ozelligine sahip uygun
mikroorganizmanin secilmesidir. Ideal mikroorganizmalar kisa siirede yiiksek
verimle enzim iretmeli, kararli olmali, ucuz ve uygun ortamda kolayca
iireyebilmeli, toksik bilesikler iiretmemeli ve genetik manipiilasyona uygun
olmalidir (Denizci ve ark., 2005).

Enzimler, binlerce yildir peynir, bira ve ekmek yapiminda bilingsizce
kullanilmiglardir. Giinlimiizde enzimlerin kullanildigi endiistriyel alanlar oldukca
genislemis ve mikroorganizmalar kullanilarak her yil iiretilen saf enzimlerin
miktarlar1 500 ton gibi degerlere ulagmistir. Endiistriyel yolla {iretilen enzimlerin
%751 gida, deterjan ve nisasta endiistrisinde kullanilmaktadir. Bu enzimlerin
%601 da rekombinant DNA teknolojisi ile elde edilen iiriinlerdir. Giiniimiizde
enzimler; etlerin islenmesinde, bira yapiminda, siit {iriinlerinin {iretiminde, meyve
sularinin berraklastirilmasinda, fruktoz surubu iiretiminde kullanilmalariyla gida
sektoriinde, protein ve yag artiklarii pargalamak i¢in deterjan katki maddesi olarak

deterjan endiistrisinde, deri ve dokuma ipliklerinin islenmesini kolaylastirmak,
2
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deri, kot ve pamugu yumusatmak icin tekstilde, teshis ve tedavi amaciyla tipta
kullanilmaktadir. Enzimlerin kullanim alanlari, Ozellikle rekombinant DNA
teknolojisinin kullanimiyla yeni ve istenilen Ozellikteki enzim elde edilmesinin
saglanmasina bagli olarak da her gecen giin artmaktadir.

Enzimler, endiistriyel ve biyoteknolojik olarak biiyilk 6neme sahiptirler.
Endiistriyel enzimler icin global pazar, BBC Research tarafindan yapilan
arastirmaya gore, 2008’de 2,9 milyar dolar, 2009°da 3,1 milyar dolar, 2010°da 3,3
milyar dolara ulagsmistir ve yillik %6’lik bilesik biiylime oraniyla artmaya devam
etmektedir. Teknik enzimler, genellikle deterjan, tekstil, kiispe ve kagit endiistrisi
ile biyoyakit endiistrisinde kullanilirlar. Deri ve biyoetanol alaninda enzim
kullanimi, en yiiksek satis oranlarmin sebebidir. Teknik enzimler (6rnegin;
biyoyakitlar i¢in) 2010°da 1,1 milyar dolara, yiyecek ve igecek enzimleri (6rnegin;
siit tirlinleri ve giinliik iirlinler igin) 2010’da 975 milyon dolara ulagmistir (Erickson
ve ark., 2012).

Enzimler veya mikrobiyal hiicreler yiiksek spesifitelerine ve ekonomik
avantajlarina bagli olarak herhangi bir gevresel etki olmadan biyolojik katalistler
olarak kullanilirlar. Ciinkii;

1-Enzimler, mevcut sicaklik ve diger ¢evresel kosullarda iyi ¢alisir. Sert
kosullar ve kimyasallarin yerine enzim kullanimi miimkiindiir. Boylece, ¢evre
kirliligi ve enerji kaybi Onlenir ve proses siiresince korozyona dayanikli pahali
ekipmanlar kullanilmaz.

2-Enzimler, yiliksek oranda spesifik olduklarindan, istenmeyen iiriinlerin
olugumu 6nlenir ve daha kapsamli bir isleme gerek kalmaz.

3-Enzimler immobilize edilebilir ve defalarca kullanilabilir.

4-Enzimler, zararli bilesenlerden olusan atiklarin temizlenmesi ya da
yararli bilesiklere doniisiimii i¢in kullanilabilir.

5-Genellikle enzimler ciiriikgiillerin yardimiyla ayrigabilir ve bdylece
enzimleri olusturan kimyasal bilesenler dogaya kolayca geri doner. Ayrica,

enzimlerin katalizleyebildigi bircok farkli biyotransformasyondan dolay1 ticari
3
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alanda kullanilan enzimlerin sayisi biiyilkk oranda artmustir (Andualema ve

Gessesse, 2012).

Bacillus cinsinin kapsadig: tiirler genellikle metabolit ve enzim tiretiminde

kullanilir. Bunun nedeni; ¢ogunun miikemmel protein ve metabolit salgilayicisi

olmalari, laboratuvar kosullarinda kolay ve hizli iiretilebilmeleri (hatta biyolojik

atiklarin besin maddesi olarak kullanilabilmesi) ve patojen olan tiirlerin siirh

sayida olmasidir. Molekiiler biyolojideki 6nemli gelismeler Bacillus sp.’nin

heterolog gen ekspresyonunda kullanimini artirmistir (Batt ve ark., 2014).

Tablo 1.1. Dogadaki ve kiiltiir besiyerlerindeki makrobesinler (Madigan ve
Martinko, 2010)

ELEMENT DOGADA BULUNAN KULTUR ORTAMINA
BESIN FORMU EKLENEN KIMYASAL FORM
KARBON (C) CO.,, organik maddeler Glukoz, malat, asetat, piruvat,

HIDROJEN (H)
OKSIJEN (0)
NITROJEN (N)

FOSFOR (P)
KUKURT (S)

POTASYUM (K)

H>0, organik maddeler
H-0, O,, organik maddeler
NHs;, NO3', N,, organik azot
bilesikleri

PO,*

H,S, SO,~, organik S
bilesikleri, metal sulfarler
(FeS, CuS, ZnS, NiS, vb.)
cOzeltide K* veya cesitli K

tuzlar olarak

amino asitler, ylzlerce farkl
bilesik ya da kompleks karigim
(maya 6zdtu, pepton, vb.)

H>0, organik maddeler

H-0, O, organik maddeler
inorganik: NH,CI, (NH,)>SOy,
KNOs3, N,

Organik: Amino asitler,
nukleotitlerin azotlu bazlari, N
iceren diger organik maddeler
KH,PO,4, Na,HPO,

Na,SOy, Na,S,03, Nas,S,
sistein veya diger organik
kikuart bilesikleri

KCI, KH,PO,
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MAGNEZYUM gozeltide Mg** veya gesitli MgCl,, MgSO,
(MG) Mg tuzlari olarak

SODYUM (NA) cOzeltide Na® veya NaCl NaCl

veya diger Na tuzlari olarak

KALSIYUM (CA) | gozeltide Ca* veya CaSO, CaCl,

veya diger Ca tuzlari olarak

DEMIR (FE) gozeltide Fe™ veya Fe™ FeCl;, FeSO, selatlanmis
veya FeS, Fe(OH); veya demir gozeltileri (Fe™ EDTA,
diger Fe tuzlari olarak Fe* sitrat vb.)

Potasyum (K): Protein sentezinde gorev yapanlar da dahil olmak tizere
cesitli enzimler aktivite gosterebilmek icin 6zgiil olarak potasyuma gereksinim

duyarlar.

Magnezyum (Mg): Ribozomlari, zarlar1 ve niikleik asitleri kararli hale
getirmekte gérev yapmasinin yani sira, pek ¢ok enzimin aktivitesi i¢in gereklidir.
Cogu mikroorganizmanin gelisimi i¢in gerekli bir besin olmayan kalsiyum, hiicre
duvarini stabilize etmeye yardimci olur ve endosporlarin istya karsit direng

gostermesinde 6nemli rol oynar.

Demir (Fe): Elektron tasimmasinda gorev alan sitokromlarin ve demir-
kiikiirt proteinlerinin onemli bileseni olarak hiicre solunumunda &nemli bir rol

oynar.

Manganez (Mn): Glukoz metabolizmasi, enerji tretimi, siliperoksit
dismutaz dahil olmak iizere ¢ok sayida enzim sistemini aktive eder. Manganez,

¢esitli metalloenzimler, hormonlar ve proteinlerin énemli bir bilesenidir.

1.2. Pullulanaz
Pullulanaz (a-dekstrin glukanohidrolaz, pullulan 6-glukanohidrolaz, limit

dekstrinaz, amilopektin  6-glukanohidrolaz) (EC 3.2.1.4), pullulan ve

5
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amilopektindeki o-(1,6) baglarini ve nisastanin o- ve [P- limit dekstrinini
hidrolizleyen a-amilaz ailesine ait bir enzimdir (McCleary ve ark., 2014).

Pullulanaz, ilk defa 1961°de pullulani tek karbon kaynagi olarak kullanan
Bender ve Wallenfels tarafindan Klebsiella pneumoniae (Aerobacter aerogenes)
kiiltiiriinden izole edilmistir (Wallenfels ve ark., 1966). Giinlimiize kadar,
pullulanaz hayvanlardan, bitkilerden, mayalardan ve kiiflerden izole edilmistir.
Ayrica mezofil, termofil ve hipertermofilleri igceren bir¢cok mikroorganizma
pullulanaz iireticisi olarak izole edilmis ve tanilanmistir (Duan ve ark., 2013; Wei
ve ark., 2014).

Simdiye kadar literatiirde pullulani hidrolizleyen 5 grup tanimlanmistir ve
detaylar Cizelge 1.1’de Ozetlenmistir. Bu enzimler, substrat spesifiteleri ve

reaksiyon triinlerine gore gruplandirilmistir.

Cizelge 1.1. Pullulan1 hidroliz eden enzimlerin reaksiyon spesifiteleri (Hii ve ark.,

2012)
Enzim EC Hidrolizledigi Baglanmilan Son Uriinler
numarasi Baglar Substrat

Tip 1 3.2.141 o-(1,6) Oligo-, Trimer

Pullulanaz polisakkaritler, (maltotrioz),
pullulan Lineer

oligosakkaritler

Tip 2 3.2.1.41 o-(1,6) Pullulan, poli- Glukoz,

Pullulanaz o-(1,4) ve maltoz,

(amilopullulan) oligosakkarit maltotrioz
(nisasta)

Pullulan 3.2.1.135  o-(1,4) Pullulan Panoz

hidrolaz tip-1

(neopullulanaz)

Pullulan 3.2.1.57 o-(1,4) Pullulan [zopanoz

hidrolaz tip 2

(izopullulanaz)
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Pullulan 32.1— 0-(1,4) ve Pullulan Panoz, maltoz,
hidrolaz tip 3 o-(1,6) Nisasta, maltotrioz
amiloz,
amilopektin

1- Tip 1 Pullulanaz (EC 3.2.1.41), gercek pullulanaz olarak da bilinir ve
pullulan ile dallanmis oligosakkaritlerdeki sadece a-(1,6) glikozidik baglarini
hidrolizleyen dallanma kirict bir enzimdir. Bununla birlikte, glukan ve amilozdaki
a-(1,4) baglarin1 ve glikojen ile panozdaki a-(1,6) baglarini hidrolize edemez (Wei
ve ark., 2014). Son {iriinleri maltotrioz ve lineer oligosakkaritlerdir (Wu ve ark.,
2014).

2- Tip 2 Pullulanaz (amilopullulanaz, [EC 3.2.1.1 ve EC 3.2.1.4)), tip 1
pullulanazdan farkli olarak sadece pullulandaki a-(1,6) glikozodik baglarini degil,
aynt zamanda diger polisakkaritlerdeki a-(1,4) baglarim1 da pargalayan
bifonksiyonel bir enzimdir (Wu ve ark., 2014). Bu 0&zelliginden dolayi
sakkarifikasyon islemlerinde genellikle amilopullulanaz kullanilir. Tip 2
pullulanazin amilopektin iizerine etkisiyle glukoz, maltoz ve maltotrioz gibi kiiciik
sekerler olusur.

Hem pullulanaz tip 1 hem de tip 2 siklodekstrinleri hidrolize edemez
(Orhan ve ark., 2014).

Ayrica bu enzimler, sadece a-(1,6) glikozidik baglariyla bagh
izomaltotrioz, izomaltoz ve dekstran gibi substratlar1 da hidrolize edemezler.
Enzimlerin bu substratlar1 hidrolize edememesi, enzimatik aktivite i¢in a-(1,6)
baglarnin ¢evresinde a-(1,4) baglarinin gerektigini gosterir (Satyanarayana ve ark.,
2013).

Pullulanazin molekiiler agirligi, kaynagina bagh olarak biiyiik farkliliklar
gosterir. Genellikle tip 1 pullulanaz 70-80 kDa, tip 2 pullulanaz ise 100-210 kDa
molekiiler agirlig1 sahiptir (Kim ve ark., 2000).

3- Pullulan Hidrolaz Tip 1, (neopullulanaz, [EC 3.2.1.35]) ve Pullulan

Hidrolaz Tip 2 (izopullulanaz, [EC 3.2.1.57]) pullulandaki a-(1,4) glikozodik
7
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baglarin pargalar ve son iiriin olarak sirasiyla panoz (a-6-D-glikozilmaltoz) ve
izopanoz (o-6-maltozilglikoz) olugmasini saglar. Ayrica, siklodekstrinler {izerinde
oldukga etkilidirler (Orhan ve ark., 2014).

4- Pullulan Hidrolaz Tip 3, digerlerinin aksine, termofilik bir arkeadan
izole edilmistir ve pullulandaki hem a-(1,6) hem de a-(1,4) baglarini1 hidrolize
ederek son {iriin olarak maltotrioz, panoz ve maltoz olusumunu saglar (Wu ve ark.,
2014; Elleuche ve ark., 2015).

Sekil 1.1.’de amilolitik ve pullulanolitik enzimler sematik olarak

gosterilmistir.
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Sekil 1.1. Amilolitik ve pullulanolitik enzimlerin sematik gosterimi (Bertoldo ve

Antranikian, 2002)
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1.2.1. Pullulanazin Kullamim Alanlar
1.2.1.1. Nisastamin Sakkarifikasyonu

1960’lardan beri, nisastay1 glukoza ceviren biitiin proseslerde geleneksel
asit yontemi yerine enzimatik hidroliz yontemi kullanilmaktadir. Nisastanin,
yiyecek tatlandiricist olarak glukoz, maltoz ve fruktoza doniisiimii, endiistriyel
enzim kullaniminda, gelisen Onemli bir alani teskil eder. Pullulanazin baslica
uygulamasi, nisastanin sakkarifikasyon asamasindadir ve pullulanazin en 6nemli
endiistriyel uygulamasi1 glukoz ve maltoz surubu diretimidir. Pullulanaz,
sakkarifikasyon isleminde, glukoamilaz veya B-amilazla birlikte kullanilir (Hii ve
ark., 2012).

Sakkarifikasyon asamasinda, maltodekstrinde bulunan a-(1,4) glikozidik
baglarm1 ve yavas bir sekilde de a-(1,6) glikozidik baglarimi hidrolize eden
glikoamilaz kullanilir. Bu durum, izomaltoz birikimine neden olur. Bu probleme en
iyi ¢0ziim ise a-(1,6) glikozidik baglarimi etkili bir sekilde kesen pullulanazi
kullanmaktir. Buradaki 6n kosul, pullulanazin glukoamilazla ayni optimum pH ve
sicakliga sahip olmasidir (van der Maarel ve ark., 2002).

Sakkarifikasyon asamasinda pullulanaz gibi dallanmay1 kiran bir enzim ve
glukoamilaz birlikte kullanilirsa, glukoamilaz sadece lineer a-(1,4) glikozidik
baglarinin hidrolizasyonunu saglarken, pullulanaz, amilopektin kalintilarindaki
dallanma noktalarini kirar. Sonug¢ olarak, ulasilan depolimerizasyon seviyesi daha
yiiksek olur.

Dallanma kirict enzim kullanimi toplam sakkarifikasyon oranini artirir ve
proses donglisliniin tamamlanmasi i¢in gereken toplam glukoamilaz miktarini
azaltir. Glukoamilaz ve pullulanazin birlikte kullaniminin pratik avantaji, daha az
glukoamilaz aktivitesini gerektirmesidir. Glukoamilaz kullaniminda %60’a kadar
bir azalma goriilmektedir. Sonu¢ olarak daha az glukoamilaz kullanmilir ve
sakkarifikasyon sonunda izomaltoz liretiminin 6nemli Ol¢lide oldugu daha az

dallanmis oligosakkarit birikir. Sekil 1.2.°de nisastanin sivilastirilmasinda
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glukoamilazin rolii, Sekil 1.3.te ise sakkarifikasyon asamasinda pullulanaz
eklenmesinin siirece etkisi gosterilmistir.

Pullulanaz kullanim1 glukoz verimini %94 dolayma kadar artirabilir

s emag,

Amiloz
Amilopektin
\ /
l \  Glukoamilaz  / ]
(Yavag) (Hizl)

Glukoz

(Polaina ve ark., 2007).

Sekil 1.2. Nisastanin sivilastirilmasinda glukoamilazin rolii (Hii ve ark., 2012)

11



1. GIRIS Damla SIHAY

dﬁ% Pullulanaz 65:

ﬁ fﬁ

| Glukoamilaz |
(Yavag)

Sekil 1.3. Sakkarifikasyon siiresince pullulanazin etkisi (Hii ve ark., 2012)

Pullulanazlar, lif takviyesi olarak kullanilan direngli nigasta iiretiminde de

rol oynarlar (Mesbah ve ark., 2018).

1.2.1.2. Maltoz ve Fruktoz Surubu Uretimi

Maltoz surubu, yumusak sekerlilik, ¢ozelti i¢inde diisiik viskozite, diisiik
nem c¢ekme ve iyi termal kararliga sahiptir. Yiiksek kaliteli seker ve dondurma
iiretimi gibi gida proseslerindeki bir¢ok uygulama i¢in uygundur. Son yillarda ilag
endiistrisinde de saf maltoz 6nem kazanmaya baslamistir. Damar yoluyla
beslenmede kan glukoz degerini yiikseltmeksizin daha yiiksek konsantrasyonlarda
uygulanabilen maltoz, D-glukoz yerine kullanilabilir.

Fruktoz surubu, dekstroz surubunun, immobilize glukoz izomerazla
katalizlenmesiyle olusturulur. Fruktoz surubu yiiksek kaliteli, siikrozdan daha ucuz

ve daha az kalorili, ayrica 1,2-1,8 kat daha tathidir. Maltoz surubu gibi, insiilin
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olmadan metabolize olabildigi icin diyabetiklere yonelik yiyeceklerde %90
oraninda ve diisiik kalorili tirtinlerin iiretiminde fruktoz surubu kullanilir.
Bunlarin disinda pullulanaz diisik kalorili bira iiretiminde kullanilir

(Shehata ve ark., 2016).

1.2.1.3. Deterjan

Baz1 alkali pullulanazlar bulasik ve camasir deterjanlarinda, alkali
kosullarda, nisasta lekesinin giderilmesi i¢in katki maddesi olarak kullanilirlar. Bu
dallanmay1 kirici enzimlerin etkisi, amilopullulanaz, alkali oa-amilazla birlikte
kullanildigr zaman, tek bir amilopullulanaz hem dallanmay: kirici [a-(1,6)
hidrolitik] hem de sivilastirict [a-(1,4) hidrolitik] reaksiyonlar1 katalize ettigi i¢in

artar.

1.2.1.4. Siklodekstrin Uretimi

Siklodekstrinler a-(1,4) glikozidik bagli glukoz iinitelerinden olusan siklik
maltooligosakkaritlerdir.

Siklodekstrin iiretiminde genellikle o-amilazla birlikte siklodekstrin
glikosiltransferaz kullanilir. Fakat amilopektinin a-(1,6) glikozidik baglari,
siklodekstrin glukosiltransferazin ¢aligmasin1 engeller. Bu baglar pullulanaz
tarafindan kirilarak siklodekstrin {iretiminde verim artist saglanir. Ayrica
pullulanaz dallanmig siklodekstrin liretiminde de kullanilir.

Siklodekstrinler degisken materyalleri stabilize etmede, 1s1, 151k ve oksijene
duyarli gida bilesenlerini koruyarak raf Omiirlerinin uzatilmasinda, gidalar
mikrobiyal kontaminasyondan korumada, tat ve koku maskelemede ve
cOziinemeyen veya az c¢oOziinen ilaglarin ¢oziiniir hale getirilmesinde, g¢esitli
vitaminlerin ¢0ziiniirlikklerinin artirilmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir

(Szente ve ark., 2004; Tanimoto ve ark., 2005).
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1.2.1.5. Firincihk

Firincilikta, nisasta ve nigsasta degistirici enzimler biiyiik oranda kullanilir.
Bayatlama etkisi, bu endiistrideki en biiyiik problemdir. Kirint1 sikiliginin artmasi,
kabuk gevrekliginin kaybi, kirintidaki nem igeriginin ve ekmegin lezzetinin kaybi
gibi sonuglar1 igeren bayatlama etkisi kalitenin bozulmasina neden olur (van der
Maarel ve ark., 2002). Bu durum saglik problemlerine neden olabilecek kimyasal
islemlerle iistesinden gelinebilmesine ragmen, bugiinlerde dogal bilesenlerle
uygulanan enzimatik iglem daha ¢ok tercih edilir. Pullulanaz, enzimatik bayatlama
Onleyici islemde 6nemli bir rol oynar (Bertoldo ve ark., 2002; Prakash ve ark.,
2012). Pullulanaz, bayatlamay1 6nleyici ajan olarak kullanilan a-amilazin hafif doz

asimi1 halinde meydana gelen yapiskanliktan sorumlu bilesikleri ortadan kaldirir.

1.2.1.6. Tekstil
Cirislenmis nisastay1 pargalayabilme ozelliginden dolay1r dokuma islemi
sirasinda nigasta esasli banyoya vyatirilan ham bezdeki nigastanin kolasini

uzaklastirmakta kullanilir.

1.3. Pullulan

Mikroorganizmalar, nadir kimyasal ve fiziksel karakteristige sahip ¢esitli
ekzopolisakkaritler iretirler. Bunlar, 6zel yapilarindan dolay1 yiyecek ve ilag
endistrisinde potansiyel uygulamalara sahiptirler. Mikrobiyal polimerler, bitkiler
tarafindan {iretilen dogal polisakkaritlerin yerini aldiklar1 i¢in endiistriyel olarak
cok onemlidirler. Pullulan, dimorfik maya Aurebasidium pullulans (Siyah pigment
olan melanini olusturdugu i¢in “siyah maya” olarak da bilinir.) basta olmak iizere
bazi mikroorganizmalar tarafindan hiicre dis1 olarak fermentasyon yoluyla iiretilen,
bu 6nemli polimerlerden birisidir (Prajapati ve ark., 2013; Singh ve ark., 2015).

Pullulan, kimyasal yap1 olarak, a-(1,4) glikozidik baglariyla baglanmis
maltotrioz {nitelerinin a-(1,6) glikozidik baglariyla birbirlerine baglanmasiyla

olusan lineer ve suda ¢6ziinebilen notral bir polisakkarittir (Mishra ve ark., 2011).
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Kimyasal formiilii C¢H;oOs olan pullulan 4.5% 10* kDa arasinda degisen molekiiler
agirhiga sahiptir ve bu agirlik fermentasyon parametreleri tarafindan énemli dlciide
etkilenir (Cheng ve ark., 2011). Pullulanin, yapisinda bulunan a-(1,4) ve a-(1,6)
baglarinin diizenli degisimi sonucu yapisal esneklik ve ¢oziiniirliik artis1 kazandigi

diisiiniilmektedir (Leathers ve ark., 1993). Sekil 1.4.’te pullulanin molekiiler yapisi

gosterilmistir.
CHOH CHa0H CHa0H
[u] [n] 0
OH OH e Pullulanaz
HO o 0
OH OH OH

CHyOH CHy0H

e, q
Pullulan Q E"A JCCHzDH)

Sekil 1.4. Pullulanin molekiiler yapisi

Pullulan, kokusuz, tatsiz ve biyogoziiniir bir polisakkarittir. Nontoksik,
sicakliktan etkilenmeyen ve nonimmunojenik 6zelllikleri nedeniyle gida ve ilag
endiistrisinde kullanilir. Suda ¢6ziinebilir fakat organik g¢oziiciilerde ¢oziinmez,
ayrica nem tutma Ozelligine sahiptir. Yiyeceklerde diisiik kalorili katki maddesi
olarak nisasta yerine kullanilabilir. Maltotrioz surubu eldesinde, yiyecek ve
ilaglarda jellestirme ajani, kaplama ve paketleme maddesi olarak, tabletler igin
oksidasyon oOnleyici ajan olarak kullanilir. Diger uygulama alanlar arasinda,
kontakt lens tretimi, biyobozunur folyo fiiretimi, suda c¢ozinirligi artirma,
yenilebilir filmlere sekil verme, cilt bakim iiriinlerinde nemlendirme kazandirma,
yapistiric iiretimi gibi alanlar sayilabilir (itik ve ark., 2013; Oguzhan ve ark,
2013).
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1.4. Cahismanin Amaci

Enzimler, endiistriyel ve biyoteknolojik olarak biiyliik 6neme sahiptirler.
Glniimiizde endiistriyel alanda, mikroorganizmalardan iretilen enzimlerin
kullanimu, bitki ve hayvan kaynakli enzimlere gore ¢cok daha yiiksek orandadir.

Pullulanazlar; gida endiistrisinde nisastanin sakkarifikasyonu, firincilik,
maltoz ve friikktoz surubu iiretimi ile siklodekstrin iiretimi gibi bircok alanda
kullanilirlar. Ayrica deterjanlarda katki maddesi olarak da kullanilabilmektedirler.

Bu arastirmada, pullulanolitik aktivite gosteren Bacillus cinsi bakterilerin
topraktan izolasyonu, izolatlarin tanilanmasi ve en yiiksek pullulanolitik aktivite
gosteren susun tanilanmasi sonrasinda pullulanaz {iretimi; pullulanazin

optimizasyonu ve karakterizasyonu amacglanmistir.

16



2. ONCEKI CALISMALAR Damla SIHAY

2. ONCEKI CALISMALAR

Prabhu ve ark. (2018), Klebsilla aerogenes NCIM 2239 susundan
pullulanaz izole etmislerdir. Yaptiklar1 optimizasyon ¢alusmalar1 sonucunda
maksimum pullulanaz iiretimine 48. Saatte ulagsmiglardir. Optimum pH ve sicakliga
strastyla 7,0 ve 37°C bulunmustur. Maksimum pullulanaz iiretimi icin farkli karbon
kaynaklar1 (pullulan, nisasta, siikroz, maltoz, glukoz) ve farkli azot kaynaklari
(pepton, et 6ziitli, maya 6ziitii ve kazein) test edilmis ve sonug olarak en iyi liretime
karbon kaynagi olarak nisasta; azot kaynagi olarak da pepton kullaniminda
ulagmuglardir.

Kahar ve ark. (2016), Anoxybacillus sp. SK3-4. susundan pullulanaz tip 1
iretmislerdir. Saflagtirilan pullulanaz pH 5,0-6,0 aralifinda stabil iken en aktif
haline pH 6,0’da ulagmstir. Optimum sicaklik 60°C bulunmustur ve enzim bu
sicaklikta yiiksek oranda stabildir. SDS-PAGE kullanilarak enzimin molekiiler
agirligi 80 kDa olarak saptanmustir.

Qoura ve ark. (2014), kutup deniz buzulundan izole edilen psikrofilik
bakteri Shewanella arctica 40-3 susundan soguga adapte olmus pullulanazin
saflastirilmas1  ve karakterizasyonunu arastirmiglardir. Enzim, bes asamali
saflastirma basamagiyla 50 kat saflagtirilmis ve son spesifik aktivite 3,0 U/mg
bulunmustur. Enzimin molekiler agirhigi 150 kDa, optimum sicakligt 45°C,
optimum pH 7,0 olarak saptanmis ve 10-50°C’de ve pH 5,0-9,0°da aktif oldugu
goriilmiigtiir. Pullulanaz cesitli metal iyonlarin1 tolere ederken, deterjanlar
aktiviteyi diistirmiistiir.

Orhan ve ark., (2014), Hypocrea jecorina mantarindan pullulanaz iiretimi
ve karakterizasyonunu calismislardir. Hypocrea jecorina QM9414 susundan
pullulanaz tiretimi %0,5 amilopektin iceren pH 6,5 olan kiiltlir ortaminda 30°C’de
gerceklestirilmistir. Enzim, amonyum siilfatla ¢oktiirme, anyon degistirme ve jel
filtrasyon kromatografisiyle 11 kat saflastirilmis ve %10,12 verim ile 1.36 + 0.14

U/mg spesifik aktiviteye ulasmstir. SDS-PAGE ile pullulanazin molekiiler agirligi,
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130.56 kDa bulunmustur. Saflastirilan enzimin optimum pH ve sicakligi, sirasiyla
6,5 ve 35-65°C’dir. Enzimin, 40-70°C’de 30 dakika stabil kaldigi fakat aym
inkiibasyon zamaninda 80°C’de yaklagik %33; 90°C ve 100°C’de %43 oraninda
aktivite kaybettigi goriilmiistii. Pullulanaz aktivitesi CoCI?, NiCI*, KI, NaCl, MgCI*
ve LiSO* varliginda artmus; iire, CaCl* ve p-merkaptoetanol varliginda ise inhibe
olmustur. Enzimatik 6zellikler, substrat spesifitesi ve hidroliz iiriinleri dolayisiyla
bu enzimin tip 2 pullulanaz ile benzerlik gosterdigi saptanmustir.

Asha ve ark. (2013), Bacillus halodurans’tan pullulanaz iireterek
saflastirmiglar ve enzimin Ozelliklerini incelemislerdir. Maksimum pullulanaz
tiretimi pH 10,0’da 32°C’de, %0,5 pepton ve %1,5 ¢oziinebilir pullulan varliginda
gerceklesmistir. Saflagtirilmig alkali pullulanazin molekiiler agirligi 37 £ 1 kDa,
optimum pH 10,0 ve optimum sicaklik 50°C bulunmustur. Pullulanaz aktivitesi,
Zn** ve Cu** iyonlari ile inhibe olmustur. Ca**’nin enzim aktivitesi iizerinde uyarici
bir etkisi varken, Mg**, Mn"> ve Fe*” belirgin olmayan diizeyde inhibe etmislerdir.
N-etil malamid (NEM) ve iyodoasetik asit (IAA) enzimi kismen inhibe ederken
etilendiamin tetra asetik asit (EDTA), dithiothreitol (DTT), fenil metil siilfonil
florid (PMSF), tosil kloriir metil keton (TLCK) ve sodyum azid (Nal) belirli bir
sekilde inhibe edememistir. N-bromosiiksinimid (NBS) enzim aktivitesini tamamen
inhibe etmistir ki bu da enzim aktivitesi igin triptofanin ¢ok Onemli oldugunu
gdstermistir. izole edilen enzim, sicaklia dayanikli ve alkolofilik oldugundan,
nisasta isleme, deterjan endiistrisi ve diger biyoteknolojik uygulamalarda
kullanilmaya elverisli olarak tanimlanmustir.

Wasko ve ark. (2011), amilolitik bir laktik asit bakterisi olan Lactococcus
lactis’ten pullulanaz tip 1’in saflastirilmasi ve karakterizasyonunu c¢aligmislardir.
Lactococcus lactis 1BB 500 susunun kiiltlir siipernatanti, amonyum siilfatla
coktirme ve diyaliz, iyon degistirme kromatografisi ve jel filtrasyon
kromatografisiyle saflagtirilmistir. Enzimin molekiiler agirlign 73,9 kDa, optimum
sicaklik 45°C, optimum pH 4,5 bulunmustur. Pullulanaz aktivitesi Co** varliginda

artmis, Hg** varliginda ise tamamen inhibe olmustur.
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Zareian ve ark. (2010), pullulani, glukoz, maltoz ve maltotrioza; nisastayi,
glukoz ve maltoza parcalayan bir amilopullulanazin saflagtirilmasint  ve
karakterizasyonunu ¢alismiglardir. Termofilik Geobacillus stearothermophilus 1.14
susundan elde edilen enzim, amonyum siilfatla ¢oktiirme, anyon degistirme ve jel
filtrasyon kromatografisiyle %30 verimle saflastirilmistir. Saflastirilan enzimin
molekiiler agirhigi SDS-PAGE ile yaklasik 100 kDa olarak hesaplanmustir.
Optimum pH 5,5, optimum sicaklik 65°C bulunmus ve enzimin 60-70°C’te stabil
oldugu gozlenmistir. Enzimin, pullulan, nisasta ve maltooligosakkaritleri hidrolize
edebiliyorken siklodekstrin ve panozu edemedigi goriilmiistiir. Pullulan
kullanildiginda son iiriin olarak glukoz, maltoz ve maltotrioz, nisasta
kullanildiginda ise glukoz ve maltoz oldugu bulunmustur. Ayrica enzim, pullulan,
nisasta gibi polisakkaritlerin a-(1,4) ve a-(1,6) glikozidik baglarini keserek glukoz
ve maltoz dretebildiginden, Geobacillus sp. L14 susundan saflagtirilan
amilopullulanaz, pullulandan glukoz iiretebilen spesifik bir dallanma kirici enzim
varligiyla ilgili ilk rapor olarak literatiire gegmistir.

Nair ve ark. (2007), tarafindan, topraktan izole edilmis Bacillus cereus
FDTA-13 susundan pullulanaz {retimi ve dallanmig farkli polisakkaritlerin
pullulanaz aktivitesine etkisi arastirilmistir. Maltooligosakkaritler (maltozdan
maltotetraoza) ortama ayri ayri eklendikleri zaman veya 1:1 oraninda maltotrioz ve
maltotetraoz kombinasyonu, kontrolle Kkarsilastirildiginda, farkli pullulanaz
seviyelerine neden oldugu goriilmiistiir. Indiikleyicilerle karbon bakimindan sinirl
kosullar altinda (5 g/L) biiyiime, pullulanaz aktivitesinde 6nemli bir bigimde artisa
neden olmustur. Pullulanaz aktivitesi, glukoz varliginda ciddi bir sekilde
engellenmistir. Birkag farkli maltosakkarit kombinasyonunda bile, azot bakimindan
sinirli ortamda diisiik seviyede pullulanaz aktivitesi gdzlenmistir.

Kunamneni ve Singh (2006), termofilik Bacillus sp. AN-7 susundan
yiiksek termal stabiliteye sahip pullulanaz iiretmislerdir. Enzim, amonyum siilfatla
coktliirme, anyon degisim ve jel filtrasyon kromotografisiyle saflastirilmistir.

Optimum pH 6,0; optimum sicaklik 90°C bulunmustur. 80°C’de bir giinden uzun
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yar1 dmre sahip oldugu, pH 4,5-7,0 araliginda stabil kaldigi, 105°C {izerinde ve pH
4,5 altinda ise hizli bir sekilde aktivite kaybettigi gozlenmistir. Pullulanaz, Hg**
iyonlariyla tamamen inaktif olurken, Ca*, ditiotreitol (DTT), Mn** ise aktiviteyi
artirmistir.

Gomes ve ark. (2003), ekstrem termofilik bir bakteri olan Rhodothermus
marinus’tan termostabil pullulanaz, amilaz {iretimi ve kismi karakterizasyonunu
arastirmiglardir. Kiiltlir besiyeri, enzim iiretimini artirmak i¢in merkezi kompozit
dizayn1 kullanilarak optimize edilmistir. En iyi karbon kaynaklari, a-amilaz i¢in
¢Oziinebilir nisasta, misir nisastasi ve glikojen; pullulanaz i¢in ise pullulan, glikojen
ve musir nisastast olarak bulunmustur. Optimum pH ve sicaklik, amilaz i¢in 6,5 ve
85°C; pullulanaz igin 7,0 ve 80°C bulunmustur. 85°C’de amilaz 3 saat, pullulanaz
30 dakika yar1 6mre sahiptir.

Roy ve ark. (2003), Bacillus sp.’den asidik pullulanaz tip 2 iiretmisler ve
saflastirmiglardir. Yiksek pullulanaz aktivitesine sahip US149 susu Tunus’ta
kaplica yakinlarindaki topraktan izole edilmistir. Bu susun hiicreleri ¢ubuk
seklinde, gram-pozitif, hareketsiz, 37-55°C arasinda, asidik pH (4,5-5,0)’da en iyi
ireme gostermistir. Sus, Bacillus naganoensis ile 16S rRNA gen sekansinda en
yiiksek benzerligi gosterdiginden (%96) bu tiir oldugu diigiinilmistiir. Enzim,
hiicresiz kiiltlir sipernatantindan ayirma (SEC) ve iyon degistirme kromatografisi
yoluyla saflagtirilmigtir. Saflastirilmis dogal formun, SDS-PAGE ile belirlenen
molekiiler agirligi her biri 95 kDa olan iki alt birimden olusan, yaklagik 200 kDa
olarak saptanmustir. Saflastirilan enzimin optimum pH’s1 5,0; 80 ve 90°C’lerde
sirastyla 48 ve 20 dakikalik yar1 Omre sahip oldugu goriilmiistiir. Pullulan
hidrolizinden olusan DP3 {iriiniiniin, a-glukosidaz tarafindan glukoz ve izomaltoz
olusturmak icin kesilmesi dolayisiyla izopanoz oldugu kanitlanmistir. Bu durum,
PulUS149’1n pullulanaz tip 2 olarak siniflandirilan bir izopullulanaz oldugunu
kanitlamustir.

Kriegshauser ve Liebl (2000), hipertermofilik bakteri olan Thermotoga

maritima’dan pullulanaz tip 1’i anyon degisim ve p-siklodekstrin afinite
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kromotografisi ile saflagtirmiglardir. Bu iki asamali yontem ile %26 verimle 406
kat saflagtirmay1 basarmiglardir. Optimum pH 5,9, optimum sicaklik ise 90°C
bulunmustur ve bu sicaklikta 3,5 saatlik yar1 6mre sahiptir.

Ara ve ark. (1995), tarafindan yapilan calismada alkalofilik Bacillus
sp.’den alkali amilopullulanazin saflastirilmas1 ve karakterizasyonu yapilmistir.
Alkalofilik Bacillus sp. KSM-137 susu tarafindan {iretilen yeni bir alkali
amilopullulanaz, kiiltiir ortamindan saflagtirllmistir. 210 kDa molekiiler agirliga
sahip olan enzim, son iiriin olarak hem maltotrioz olusturmak i¢in spesifik olarak
pullulandaki o-(1,6) baglarint hem de cesitli oligosakkaritler olusturmak ig¢in
glikojen, amilopektin ve amilozdaki a-(1,4) baglarin1 hidrolizleyebilmistir.
Pullulanaz ve a-amilaz aktiviteleri i¢in optimum pH ve sicaklik sirasiyla, pH 9,5 ve
50°C ile pH 8,5 ve 50°C olarak bulunmustur. Iki aktivite de dietilpirokarbonat ve
N-bromosiiksinimid gibi inhibitorlerle gii¢lii bir sekilde inhibe edilmistir. Ca*
iyonlan tarafindan tersine cevrilebilmesi ile birlikte amilaz aktivitesi, EDTA ve
EGTA tarafindan giiclii bir sekilde inhibe edilirken pullulanaz aktivitesi spesifik
olarak, Hg"* iyonlari, a-siklodekstrin ve B-siklodekstrin tarafindan inhibe olmustur.
Tek bir alkali amilopullulanaz proteininin, birisi a-(1,4) bagl substratlarin kesimi
digeri de a-(1,6) bagh substratlarin kesimi icin olan iki farkli aktif bolgesi oldugu
belirtilmistir.

Kuriki ve ark. (1988), Bacillus stearothermophilus’tan termostabil
pullulanazin saflastirilmasi ve karakterizasyonu, molekiiler klonlamasi ve genin
Bacillus subtilis’te ekspresyonunu calismislardir. Enzim, pullulanin a-(1,6)
glikozidik baglarin1 hidrolize ederek maltotrioza doniistiirmiistiir. Optimum
sicaklik 65°C olarak bulunmus ve bu sicaklikta 60 dakika sonunda enzimin
%90’ min stabil olarak kaldig1 goriilmistiir. Optimum pH 6,0 ve pH 6,0-8,5
araliginda enzimin stabil kaldigin bildirmislerdir. Aktivite, Ca**, Ba**, Mn**, Mg*?,
0** ve Fe** varliginda artmus, Zn** ve Cu** varliginda ise biiyiik oranda azalmustir.
pTB 522 vektor plazmidi kullanilarak pullulanaz geni klonlanmis ve Bacillus

subtilis’te eksprese edilmistir.
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Saha ve ark. (1988), Clostridium thermohydrosulfuricum’dan yiiksek
termostabil pullulanazin saflagtirilmas1 ve karakterizasyonunu ¢aligsmiglardir.
Pullulanaz, bes asamada, 3511 kat saflastirilmistir. Bu pullulanazin optimum
sicakligiin 90°C oldugu ve bu sicaklikta stabil kaldigi; optimum pH’nin 5,0-5,5
oldugu ve pH stabilite araliginin 3,0-5,0 oldugu goriilmiistiir. Enzim, siklodekstrin,
EDTA ve N-bromosiiksinimid ile inhibe olurken p-kloromerkiiribenzoat ve
akarboz ile inhibe olmamustir. Rélatif substrat spesifitesi, pullulan hidrolizi %100
kabul edildiginde glikojen icin %75 ve c¢oziinebilir nisasta icin %50 olarak

bulunmustur.
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3.MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal
Bu arastirmada canli organizma olarak Cukurova Universitesi
kampiisiinden alinmig topraktan izole edilen Bacillus sp. suslar1 kullanilmistir.
Suslarin izolasyonu, identifikasyonu ve enzimin karakterizasyonu igin
cesitli besiyerleri, substratlar, tamponlar ve diger kimyasallar kullanilmistir.
Sogutmali santrifiij, PAGE elektroforez sistemi, yag ve su banyosu, calkalamali
inkiibator,  spektrofotometre, otoklav, steril hava kabini  kullanilan

ekipmanlardandir.

3.1.1. Bakteri izolasyonu ve Tamlanmasinda Kullanilan Besiyerleri
3.1.1.1. N1 agar
Saf kiiltiir olarak izole edilmis Bacillus sp. suslarmin ilk izolasyonu,

cogaltilmas1 ve stok kiiltiirlerinin hazirlanmasinda kullanmilmistir (Anonymous,

1978).

Bilesimi g/L
Pepton 10
Et oziitii 10
Maya 5
Glukoz 1
Agar 15

Distile suyla 1000 mL’ye tamamlanmis ve 1 N NaOH ile istenilen pH’ya
(ilk izolasyon icin pH: 7,0) ayarlanarak, otoklavda 121°C’de, 1,2 atm’de 15 dk

steril edilmistir.
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3.1.1.2. Pullulanh Besiyeri
Izolatlarin pullulanaz aktivitelerini gdzlemlemek amaciyla kullanilmistir

(Khalaf ve Aldeen, 2013).

Bilesimi g/L
Pullulan 10
Maya Oziitii 5
K,HPO, 0,3
MgS0,.7H,0 0,2
(NH4)>SO4 1
CaCl,.2H,0 0,2
FeS0O,.7H,0 0,01
MnCl,.4H,0 0,001
Agar 15

Distile suyla 1000 mL’ye tamamlanmis ve I N NaOH ile pH: 7,0’ye
ayarlanarak, otoklavda 121°C’de, 1,2 atm’de 15 dk steril edilmistir.

3.1.1.3. Nisastah Besiyeri (Enzim Uretme Besiyeri)
Pullulanl1 besiyerinde en iyi aktiviteyi gosteren sus segildikten sonra
pullulanaz iiretmek igin ayni besiyeri pullulan yerine nisasta ile hazirlanip

kullanilmustir.

24



3. MATERYAL VE METOT Damla STHAY

Bilesimi g/L
Coziinebilir Nisasta 10
Maya Oziitii 5
K,HPO, 0,3
MgS0,.7H,0 0,2
(NH4)>SO4 1
CaCl,.2H,0 0,2
FeS0O,.7H,0 0,01
MnCl,.4H,0 0,001

Distile suyla 1000 mL’ye tamamlanmis ve 1 N NaOH ile pH: 7,0 olarak
ayarlanarak, otoklavda 121°C’de, 1.2 atm’de 15 dk steril edilmistir (Ling ve ark.,
2009).

3.1.2. Kullanilan Cozeltiler
3.1.2.1. Lugol ¢ozeltisi
Nisasta ve pullulanin enzimatik hidrolizini go6zlemlemek amaciyla

kullanilmustir (Cetin, 1968).

Bilesimi g/100 mL
Iyot 7
Potasyum Iyodiir 3

Hazirlanan c¢ozelti renkli sisede saklanmis ve kullanilmadan énce 1:20

oranminda seyreltilmistir.

3.1.2.2. Sodyum Asetat Tamponu
Enzimin pH 4,0 ve 5,0'te gosterdigi aktivitenin saptanmasi i¢in
kullanilmistir. 0,1 M istenilen pH’da sodyum asetat tamponu hazirlamak i¢in, 0,2

M asetik asit ve 0,2 M sodyum asetat ¢ozeltileri, ¢izelgede belirlenen miktarlarda
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almip distile su ile 200 mL’ye tamamlanmistir. Istenilen pH degerlerine uygun

karigimlar Cizelge 3.1°de verilmistir (Temizkan ve Arda, 2004).

Cizelge 3.1. Sodyum Asetat Tampon Cozeltilerinin Hazirlanmasi

pH 0,2 M Asetik Asit 0,2 M C,H;0,Na Distile Su Toplam
(11,55 mL/L) (16,4 g/L) [mL] [mL] Hacim
[mL] [mL]

4,0 82,0 18,0 100 200

5,0 29,6 70,4 100 200

3.1.2.3. Potasyum Fosfat Tamponu

Enzimin pH 6,0, 7,0 ve 8,0’de gosterdigi aktivitenin saptanmasi igin
kullanilmistir. 0,1 M istenilen pH’da potasyum fosfat tamponu hazirlamak igin, 0,2
M KH,PO, ve 0,2 M K,HPO, c¢ozeltileri, cizelgede belirlenen miktarlarda alinip
distile su ile 200 mL’ye tamamlanmustir. Istenilen pH degerlerine uygun karisimlar

Cizelge 3.2°de verilmistir (Temizkan ve Arda, 2004).

Cizelge 3.2. Potasyum Fosfat Tampon Cozeltilerinin Hazirlanmast

pH 0,2 M KH,PO, 0,2 M K,HPO, Distile Su Toplam
(27,2 g/L) [mL] (34,84 g/L) [mL] [mL] Hacim
[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

Enzimin pH 9,0 ve 10,0’da gosterdigi aktivitenin saptanmasi igin
kullanilmistir. 0,1 M istenilen pH’da glisin-NaOH tamponu hazirlamak i¢in, 0,2 M
glisin ve 0,2 M NaOH cozeltileri, cizelgede belirlenen miktarlarda alimip distile su
ile 200 mL’ye tamamlannustir. Istenilen pH degerlerine uygun karisimlar Cizelge

3.3’te verilmistir (Temizkan ve Arda, 2004).
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Cizelge 3.3. Glisin-NaOH Tampon Cozeltilerinin Hazirlanmasi

pH 0,2 M Glisin 0,2 M NaOH Distile Su Toplam
(1501 gL) [mL] (8 g/L) [mL] [mL] Hacim
[mL]
9,0 8,8 50 141,2 200
10,0 32 50 118 200

3.1.2.5. Boraks-NaOH Tamponu

Enzimin pH 11,0°de gosterdigi aktivitenin saptanmasi i¢in kullanilmistir.
Istenilen pH’da boraks-NaOH tamponu hazirlamak icin, 0,05 M boraks (19,05 g/L)
ve 0,2 M NaOH ¢ozeltileri hazirlanmistir. 50 mL 0,05 M boraks ¢6zeltisi alinarak
tizerine, istenilen pH elde edilinceye kadar NaOH ¢ozeltisi eklenerek son hacim

distile su ile 200 mL’ye tamamlanmistir (Temizkan ve Arda, 2004).

3.1.2.6. Dinitro Salisilik Asit (DNS) Cozeltisi

Pullulanaz aktivitesi sonucunda agiga cikan indirgen seker miktarini
belirlemek amaciyla kullanilmigtir. 1 g DNS 50 mL distile suda ¢oziildiikten sonra
lizerine yavasga 30 g Na-K-Tartarat eklenerek ¢6ziilmesi beklenmistir. Son olarak
20 mL 2 N NaOH eklenip son hacim 100 mL’ye tamamlanmistir (Mulimani ve
ark., 2000). Hazirlanan ¢dzelti koyu renkli bir sisede +4°C’te saklanmustir.

3.1.2.7. %71’lik Substrat Cozeltisi
Enzim aktivite tayininde kullanilmak {izere hazirlanmistir. 1 g pullulan
tartilarak bir miktar 0,1 M (pH 7,0) potasyum fosfat tamponu igerisinde homojen

bir sekilde ¢6ziilmiis ve son hacim 100 mL’ye tamamlanmustir.

3.1.3. Elektroforez Uygulamalarinda Kullanilan Cozeltiler
3.1.3.1. Soliisyon A (Akrilamid stok cozeltisi)
29,2 g akrilamid ve 0,8 g bisakrilamid 80 mL distile suda ¢oziildiikten

sonra hacmi 100 mL’ye tamamlanmustir.
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Hazirlanan ¢ozelti koyu renkli bir sisede +4°C te saklanmistir (Bollag ve
ark., 1996).

3.1.3.2. Soliisyon B (4X Ayirma jeli tamponu)

pH’s1 8,8 olan 2 M Tris-HCI tamponu (75 mL) ve %10’luk SDS (4 mL)
karistirilarak distile su ile 100 mL’ye tamamlanmustir.

Hazirlanan ¢ozelti koyu renkli bir sisede +4°C’te saklanmistir (Bollag ve
ark., 1996).

Native jel uygulamalarinda SDS kullanilmamistir. 75 mL Tris-HCI

tamponu distile su ile 100 mL’ye tamamlanarak kullanilmstir.

3.1.3.3. Soliisyon C (4X Toplama Jeli Tamponu)

pH’s1 6,8 olan 1 M Tris-HCI tamponu (50 mL) ve %10’luk SDS (4 mL)
karigtirilarak distile su ile 100 mL’ye tamamlanmustir.

Hazirlanan ¢ézelti koyu renkli bir sisede +4°C’te saklannmigtir (Bollag ve
ark., 1996).

Native jel uygulamalarinda 50 ml Tris-HCl tamponu distile su ile 100

ml’ye tamamlanarak kullanilmstir.

3.1.3.4. AMPS Cozeltisi (%10 Amonyum Persiilfat)
Polimerizasyon baslatici olarak kullanilmigtir. 0,1 g AMPS tartilarak 1 mL

distile su igerisinde ¢ozilmiistiir (Bollag ve ark., 1996).

3.1.3.5. Elektroforez Tamponu (Yiiriitme Tamponu)

3 g Tris, 14,4 g glisin ve 1 g SDS 300 mL distile suda ¢oziildiikten sonra
son hacim 1000 mL’ye tamamlanmigtir (Peterson ve ark., 2009).

Bu ¢ozelti, ¢alisma c¢ozeltisidir. 10X konsantrasyonlarda hazirlanarak

kullanilacagi zaman seyreltilir. Boylece kontaminasyon ihtimali azaltilmis olur.
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3.1.3.6. Ornek Tamponu
pH’s1 6,8 olan 1 M Tris-HCI tamponu (0,6 mL), %10’luk SDS (2 mL),
%50’lik gliserol (5 mL), B-merkaptoetanol (0,5 mL), %1°lik bromofenol mavisi (1

mL) ve 0,9 mL distile su karistirtlarak hazirlanmstir.

3.1.3.7. TEMED (N, N, N°, N’-tetrametilen-etilendiamin)

Polimerizasyonun gerceklesmesi i¢in katalizor olarak kullanilmustir.

3.1.3.8. Boyama Cozeltisi

Elektroforezden sonra protein bantlarinin boyanarak goriiniir hale
gelmesini saglamak i¢in kullanilmistir. 1 g Coomassie Brillant Blue R-250, 450
mL metanol ile iyice ¢oziindiikten sonra filtre edilmistir. Sonra 100 mL glasiyel
asetik asit ve 200 mL distile su ile ¢éziinmesi saglanarak distile su ile 1000 mL’ye
tamamlanmigtir. Cam plakanin arasindan ¢ikarilan jel hazirlanan boya ¢ozeltisinde

bekletilmistir.

3.1.3.9. Boyay1 Uzaklastirma Cozeltisi

Boyama iglemi sonrasinda jele baglanan fazla boyanin uzaklastirilmasi igin
kullanilmigtir. Protein bantlarina baglanan boya disindaki bolgelerdeki boyayi
uzaklastirarak ornekler goriiniir hale getirilir. 100 mL metanol, 100 mL glasiyel
asetik asit karigtirilarak distile su ile 1000 mL’ye tamamlanmistir (Bollag ve ark.,

1996).

3.2. Metot
3.2.1. Bacillus sp. Suslarimn izolasyonu

Cukurova Universitesi kampiisiinden, i¢inde bugday gimlenmis toprak
almarak dnceden giines altinda bekletilerek ciiriitiilmiis patates karistirilmis ve agik
havada 1 ay bekletilmistir. 1 ay sonunda, Bacillus sp. suslarinin izolasyonu i¢in bu

toprak orneginden 1 g tartilarak 9 mL steril distile su icerisine karistirilmig ve 5
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dakika calkalanmigtir (Moraga ve ark., 2004). Homojen bir sekilde karigtiktan
sonra vejetatif formlarm Olmesi, ortamda yalnizca sporlu bakterilerin kalmasini
saglamak icin 80°C’de 15 dakika bekletilerek 1s1 soku uygulanmistir (Lennette ve
ark., 1985; Venkateswaran ve ark., 2003)

Tek koloni elde edebilmek amaciyla 1s1 soku uygulanan Ornek, seri
sulandirmalar (107, 107, 10™*) yapildiktan sonra N1 agar besiyerine (pH: 7,0)
yayma metoduyla (0,1 mL) ekim yapilmis ve 37°C’de 24 saat inkiibasyona
birakilmistir.  Inkiibasyondan sonra tek diismiis kolonilerden, Bacillus sp.
goriiniimiine sahip ve koloni morfolojileri farklt olan suglar secilip N1 agar
besiyerine (pH: 7,0) ¢izgi ekim yapilmis, 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmis

ve sonraki analizlerde kullanilmak {izere stok kiiltiir seklinde saklanmislardir.

3.2.2. Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi
3.2.2.1. Kat1 Besiyerinde Pullulanaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Pullulanaz tireten suslarin belirlenmesi i¢in stok kiiltiir olarak saklanan
suslardan nisastali agar besiyerine ¢izgi ekim yapilmis ve 37°C’de 72 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda petri kutusuna lugol c¢ozeltisi
dokiilmistiir. Besiyeri maviye boyanirken nisastayr pargalayan kolonilerin
etrafinda seffaf zon olusmustur.

Nigastanin yani sira pullulani1 da parcalayan sus arandigi igin ayni islem
pullulanli besiyeri ile de tekrarlanmigtir. Nisastali agar besiyerinde hidroliz zonu
veren suslar segilip pullulanli agar besiyerine ¢izgi ekim yapilmis ve 37°C’de 72
saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda petri kutusuna soguk etanol
dokiilerek 1 saat bekletilmistir. Ureyen kolonilerin cevresindeki seffaflasmayla
gozlenen hidroliz zonlar1 bu suslarin pullulanaz {ireterek pullulan1 parcaladigini
gostermistir (Khalaf ve ark., 2013; Wei ve ark., 2014).

Hem pullulanli hem de nisastali besiyerinde seffaf zon olusturan suslar

secilerek hidroliz zonlarimin genisligi 6l¢iiliip kaydedilmistir. En biiyiik zon ¢apina
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sahip suglar tanilanmis ve bu arastirmada yabanil tip organizma olarak

kullanilmastir.

3.2.2.2. Bakteri Tanilanmasi

Pullulanaz {iretici suslarin tanilanmasi i¢in 6ncelikle koloni morfolojisi,
gram boyama davranigi gozlenmis ve katalaz, -hemoliz, indol gibi biyokimyasal
testler uygulanmistir. Bu testlerden sonra Bacillus sp. oldugu diisiiniilen ve en
yiiksek hidroliz zonuna sahip DSHKI107 susu 16S rRNA dizi analizi ile

tanilanmustir.

3.2.2.3. Pullulanaz Aktivitesinin Ol¢iilmesi

Pullulanaz aktivitesi, indirgen seker yontemine gore spektrofotometrik
olarak Olgiilmiisgtiir. Aktivite Ol¢limii i¢in dinitrosalisilik asit (DNS) yontemi
kullanilmigtir. Pullulanazin hidrolize ettigi pullulanin son iiriin olan glukoz miktar
spektrofotometre ile 540 nm’de saptanmustir.

DNS  yonteminde  2-hidroksi-3,5-dinitrobenzoik  asit, 3-amino-5-
nitrosalisilik asite indirgenirken; glukoz birimleri glukonik asite yilikseltgenir (Sekil
3.1.). DNS ¢ozeltisindeki Na-K-tartarat, ¢ozeltiyi ¢oziinmils oksijenden korumak
icin kullanilirken, glukozun yiikseltgenmesi igin ortamin alkali olmasi

gerektiginden NaOH kullanilir (Miller, 1959).
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glukoz 3-amino-5-nitrosalisilik asit glukonik

(kirmizi-kahverengi) asit

Sekil 3.1. Ortamda serbest kalan seker miktarinin DNS yontemi ile belirlenmesi
sirasinda gerceklesen reaksiyon

Reaksiyon karisimi

0.5 mL enzim 6rnegi (uygun oranda seyreltilmis, iist faz)
+

0.5 mL pullulan ¢ozeltisi (%1°lik)

l

37°C’de su banyosunda inkiibasyona birakilmistir (20 dk).

!

Buz tizerinde bekletilerek reaksiyon sonlandirilmistir (5 dk).

Biitiin tiiplere 0,5 mL DNS ¢o6zeltisi eklenerek kaynatilmistir (5 dk).

!
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Renk degisimi gozlenir.

%

540 nm’de spektrofotometrede kore karsi absorbans degerleri okunarak
indirgen seker miktar1 hesaplanmustir.

Bir tinite pullulanaz aktivitesi (U), standart kosullar altinda 1 dakikada
pullulandan 1 pmol glukoz olusmasini saglayan enzim miktar1 olarak

tanimlanmustir (Salleh ve ark., 2006).

3.2.2.4. Pullulanaz Uretimi I¢cin Optimum Kosullarin Belirlenmesi
3.2.2.4.1. Kat1 Besiyerinde Ureme ve Enzim Aktivitesine Sicaklik ve pH’nin
Etkisi

Kat1 besiyerinde iireme ve enzim aktivitesine sicaklik ve pH’nin etkisini
saptamak amaci ile Bacillus spp. olarak tanimlanan suslar pH 4,0-12,0 araliginda
hazirlanan nigastali agar besiyerlerine ¢izgi ekim yapilarak, 37°C’de 72 saat
inkiibasyona birakilmistir. En 1iyi lireme ve enzim aktivitesinin gerceklestigi pH
degerleri, koloni ve aktivite zon ¢apinin dl¢iilmesiyle belirlenmistir.

Secilen suglarin en iyi tiredigi ve enzim irettigi pH degerleri belirlendikten
sonra bu pH’larda nisastali agar besiyeri hazirlanmis ve suslar ¢izgi ekim yapilarak
4°C, 20°C, 27°C, 30°C, 37°C ve 50°C’de 72 saat inkiibasyona birakilmistir. En iyi
iireme ve enzim aktivitesinin gergeklestigi sicaklik degerleri koloni ve aktivite zon

capinin Olciilmesiyle belirlenmistir.

3.2.2.4.2. Siv1 Besiyerinde Ureme ve Enzim Aktivitesine Sicaklik ve pH’nin
Etkisi
Kat1 besiyerinde, en iyi iireme ve pullulanaz aktivitesi alkali ortamda (pH

8,0), 30°C ve 37°C’de saptanmustir. Bu bulgularin dogrulanmasi amaciyla, s6z
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konusu sicaklik ve pH degerleriyle sivi besiyerinde de pullulanaz aktivitesine
bakilmistir.

Bu amagla, stok olarak saklanan bakteri kiiltiiriinden 20 mL N1 besiyerine
(bakteri gelistirme besiyeri, 100 mL’lik erlende) ekim yapilmis, 37°C’de 150 d/dk
calkalama hizinda, inkiibatorde 18 saat boyunca iiretilmistir. inkiibasyon sonunda
bakteri kiiltlirtinlin 600 nm’deki optik yogunluklari (O.D.gy) bir standart elde
edebilmek amaciyla steril bos besiyeri kor olarak kullanilarak spektrofotometre ile
0,5’e ayarlanmistir. Bu sekilde ayarlanan kiiltiir, pH 7,0, 8,0, 9,0 ve 10,0’da 100
mL nisastali besiyerlerine (enzim {iiretim besiyeri, 500 mL’lik erlenlerde) %1
oraninda asilanmistir. 150 d/dk calkalama hizinda, 30°C ve 37°C’ye ayarlanmis iki
ayr1 inkiibatorde 24 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir. 24 saat sonunda kiiltiir
+4°C’de 8000 d/dk’da, 15 dk santrifiij edilmistir. Ust faz kullamlarak standart
metotla enzim aktivitesi saptanmistir. En yiiksek absorbansin elde edildigi deger
%100 kabul edilerek bagil aktivite cinsinden grafiklendirilmistir.

Her deney igin ii¢ seri tiip hazirlanarak ortalamalar: alinmigtir.,

3.2.2.4.3. Pullulanaz Uretiminde Farkh Karbon Kaynaklarinin Etkisi

Enzim iiretim proseslerinde bir¢ok parametre iiretilen enzim miktarini
etkilemektedir. Bu parametreler arasinda besin elementlerinin 6nemi yadsinamaz.
Bu arastirmada karbon kaynaginin enzim iiretimine etkisinin saptanmasi amaciyla;
enzim iretim besiyerine ilave edilen ¢dziinebilir nisastanin yerine, karbon kaynagi
olarak, %1 konsantrasyonda, ayr1 ayri pullulan, glukoz, maltoz, misir nisastas: ve
¢oOziinebilir nisasta eklenerek 50 mL’lik besiyerleri hazirlanip (250 mL’lik
erlenlerde pH 8,0’de) steril edilmistir. 18 saatlik taze bakteri kiiltiiriniin O.D.¢p’de
0,5’e ayarlanarak besiyerlerine %2 oraninda asilama yapilmustir. 30°C sicaklikta
150 d/dk calkalama hizinda inkiibatérde 24 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda érnekler +4°C’de 8000 d/dk’da 15 dk santrifiij edilmis ve {ist
fazdan pullulanaz aktivite tayini yapilmistir. En yiiksek absorbansin elde edildigi

34



3. MATERYAL VE METOT Damla STHAY

karbon kaynagr degeri %100 kabul edilerek bagil aktivite cinsinden
grafiklendirilmistir.

3.2.2.4.4. Enzim Uretiminde Nisastamin Farkli Konsantrasyonlarimin Etkisi
Farkli karbon kaynaklarinin test edilmesi sonucunda, en iyi enzim {iretimi
nisasta katkistyla saglanmistir. Bu nedenle, pullulanaz {iretiminde ideal karbon
kaynag1 olan nisastanin farkli konsantrasyonlarinin etkisi arastirilmistir. Enzim
iiretim besiyerleri 50 mL’lik miktarlarda hazirlanip (pH 8,0, 250 mL’lik erlenlerde)
%0,1, %0,25, %0,5, %1, %2, ve %3 konsantrasyonlarda nisasta eklenmistir. 18
saatlik taze bakteri kiiltiirii O.D.g99’de 0,5’e ayarlanarak besiyerlerine %2 oraninda
asilama yapilmistir. 30°C’de 150 d/dk calkalamali hizinda, inkiibatérde 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda 6rnekler +4°C’de 8000 d/dk’da 15
dk santrifiij edilmis ve iist fazdan pullulanaz aktivitesi tayini yapilmistir. En yiiksek
absorbansin elde edildigi nisasta konsantrasyon degeri %100 kabul edilerek bagil

aktivite cinsinden grafiklendirilmistir.

3.2.2.4.5. Enzim Uretiminde Farkh Azot Kaynaklarimin Etkisi

Kullanilan azot kaynagmin enzim f{retimine etkisinin saptanmasi igin
enzim {iretim besiyerindeki amonyum siilfat ve maya yerine azot kaynagi olarak,
%0,5 konsantrasyonda, ayr1 ayri; amonyum siilfat, amonyum nitrat, maya, pepton,
et 0ziitli, maya-pepton ikilisi ilave edilmistir. Kontrol olarak enzim iiretim besiyeri
(Azot kaynaklart %0,5 maya ve %0,1 amonyum siilfat kullanimistir.) kullanilms,
tiim konsantrasyonlar ve kontrol i¢in 50 mL’lik besiyerleri hazirlanip (pH 8,0)
steril edilmistir. 18 saatlik taze bakteri kiiltiirii O.D.gpp’de 0,5’e ayarlanarak
besiyerlerine %2 oraninda asilama yapilmistir. 30°C’de 150 d/dk calkalama
hizinda inkiibatérde 24 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda
ornekler +4°C’de 8000 d/dk’da 15 dk santrifiij edilmis ve iist fazdan pullulanaz
aktivite tayini yapilmistir. En yliksek absorbansin elde edildigi azot kaynag degeri

%100 kabul edilerek bagil aktivite cinsinden grafiklendirilmistir.
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3.2.2.4.6. Pullulanaz Uretiminde En Etkin Azot Kaynagimn Optimum
Konsantrasyonunun Saptanmasi

Pullulanaz iiretiminde kullanilacak en etkin azot kaynaginin maya oldugu
saptanmistir. Enzim {iretimlerinde degiskenler belirlendikten sonra, en uygun
konsantrasyonun saptanmasi enzim {iretiminin daha verimli ve ekonomik olmasi
acisindan kaginilmazdir. Bu nedenle mayanin farkli konsantrasyonlar1 %0,3, %0,5,
%1, %1,5, %2, ve %3 oranlarinda, 50 mL’lik {iretim besiyerlerine (250 mL’lik
erlenlerde, pH: 8,0) ayr1 ayr1 eklenmis ve steril edilmistir. 18 saatlik taze bakteri
kiltiiriinin  O.D.’si 0,5’e¢ ayarlanarak besiyerlerine %2 oraninda asilama
yapilmigtir. 30°C sicaklikta 150 d/dk’daki calkalamali inkiibatorde 24 saat
inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sonunda rnekler +4°C’de 8000 d/dk’da 15
dk santrifiij edilmis ve iist fazdan pullulanaz aktivite tayini yapilmistir. En yiiksek
absorbansin elde edildigi konsantrasyon degeri %100 kabul edilerek bagil aktivite

cinsinden grafiklendirilmistir.

3.2.2.4.7. Pullulanaz Uretiminde Farkh Metal Iyonlarimin Etkisi

Pullulanaz iiretim besiyerinin bileseninde bulunan metal iyonlarinin tek tek
iretimdeki etkinligini saptamak amaciyla, Oncelikle orijinal besiyerinde
CaCl,.2H,0, K,HPO,, MgS0,.7H,0, (NH4),SO,, FeSO,.7H,0, MnCl,.4H,0)
enzim Uretilmistir. Orijinal besiyerinde {iiretilmis enzim aktivitesi kontrol olarak
kabul edilmistir. 250 mL’lik erlenlerde hazirlanmig 50 mL’lik besiyerine (pH: 8,0)
iyonlardan birer tanesi (%0,1) eklenmis ve 18 saatlik taze bakteri kiiltiiriiniin
0.D.’si 0,5’e ayarlanarak %2 oraninda asilama yapilmistir. 30°C sicaklikta 150
d/dk’daki calkalamali inkiibatorde 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonunda oOrnekler +4°C’de 8000 d/dk’da 15 dk santrifiij edilmis ve iist fazdan
pullulanaz aktivite tayini yapilmistir ve kontrol ile kiyaslanmigtir. En yiiksek
absorbansin elde edildigi metal iyonu degeri %100 kabul edilerek bagil aktivite

cinsinden grafiklendirilmistir.
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3.2.2.4.8. Pullulanaz Uretiminde inokiilasyon Miktarinin Etkisi

En uygun inokiilasyon miktarmin saptanmasi i¢in optimize kosullarda 50
mL miktarlarda enzim {retim besiyeri hazirlanmistir (pH 8,0, 250 mL’lik
erlenlerde). 18 saatlik taze bakteri kiiltiiri O.D.gpp’de 0,5’e ayarlanarak
besiyerlerine 90,5, %1, %2, %3, %4 ve %5 oranlarinda asilama yapilmistir.
30°C’de 150 d/dk galkalama hizinda 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonunda ornekler +4°C’de 8000 d/dk’da 15 dk santrifiij edilmis ve iist fazdan
pullulanaz aktivite tayini yapilmistir. En yiiksek absorbansin elde edildigi
inokiilasyon miktar1 degeri %100 kabul edilerek bagil aktivite cinsinden

grafiklendirilmistir.

3.2.2.4.9. Pullulanaz Uretiminde Calkalama Hizinin (d/dk) EtKkisi

En uygun c¢alkalama hizinin saptanmasi icin, optimize kosullarda 50 mL
miktarlarda enzim iiretim besiyeri hazirlanmis (pH 8,0, 250 mL’lik erlenlerde) 18
saatlik taze bakteri kiiltiirii O.D.gpo’de 0,5’¢ ayarlanarak besiyerlerine optimum
inokiilasyon miktar1 olan %3 oraninda asilama yapilmistir. 30°C’de calkalamasiz
(durgun), 100, 150, 200 ve 250 d/dk’daki g¢alkalamali inkiibatorlerde 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda &rnekler +4°C’de 8000 d/dk’da 15
dk santrifiij edilmis ve iist fazdan pullulanaz aktivite tayini yapilmistir. En yiiksek
absorbansin elde edildigi ¢alkalama hizi degeri %100 kabul edilerek bagil aktivite

cinsinden grafiklendirilmistir.

3.2.2.4.10. Pullulanaz Uretiminde Inkiibasyon Siiresinin Etkisi

Daha once belirlenen, iiretim kosullart i¢in optimum sartlarin saglandigi
enzim Uretim besiyeri hazirlanmig ve 18 saatlik taze bakteri kiiltiiriinden
(0.D.600=0,5) %2 oraminda asilama yapilmistir. Optimum sartlarda inkiibasyon
devam ederken, 16, 20, 24, 40, 44, 48, 52 ve 65. saatlerde 6rnekler alinip +4°C’de
8000 devir/dk’da 15 dk santrifiij edilmis ve iist fazdan pullulanaz aktivite tayini
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yapilmistir. En yiiksek absorbansin elde edildigi inkiibasyon siiresi %100 kabul

edilerek bagil aktivite cinsinden grafiklendirilmistir.

3.2.2.5. Optimum Kosullarda Pullulanaz Uretimi ve Etanol (Et-OH) ile
Presipitasyonu

Pullulanaz {iretimindeki optimum kosullar belirlendikten sonra, stok olarak
saklanan DSHK 107 susu 20 mL N1 besiyerine (bakteri gelistirme besiyeri, 100
mL’lik erlende) ekim yapilmig, 37°C’de 150 d/dk calkalama hizinda 18 saat
iiretilmistir. Inkiibasyon sonunda 18 saatlik bakteri kiiltiirii spektrofotometre ile
0.D.gpo’de 0,5’e ayarlanmistir. Bu sekilde ayarlanan kiiltiir, pH 8,0, 100 mL
modifiye edilmis nisastali besiyerine (modifiye enzim iiretim besiyeri, 500 mL lik
erlenlerde) %3 oraninda asilanmistir. 200 d/dk calkalama hizinda 30°C’de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir.

24 saat sonunda kiiltlir, +4°C’de 8000 d/dk’da 15 dk santrifiij edilmistir.
Hiicre icermeyen {ist faz alinarak tizerine hacminin %70’i oraninda %96’lik soguk
etanol eklenmis, -20°C’de 24 saat bekletilmistir. 24 saat sonunda 6rnek, +4°C’de
15 dakika 10000 d/dk’da santrifiij edilerek enzim sivi fazdan geri kazanilmigtir.
Cokelti, 0,1 M potasyum fosfat tamponunda (pH: 7,0) c¢oziilerek +4°C’de

saklanmugtir.

3.2.2.6. Pullulanaz Aktivitesi Uzerine pH’nin Etkisi

Etanol presipitasyonu ile kismi saflastirma yapilan pullulanazin en iyi
aktivite gosterdigi pH’ nin saptanmasi i¢in;

Sodyum asetat (pH 4,0-5,0),

K-fosfat (pH 6,0-8,0),

Glisin-NaOH (pH 9,0-10,0),

Boraks-NaOH (pH 11,0) tampon sistemleri kullanilmistir (Temizkan ve
Arda, 2008).
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Bu tamponlar ile pH 4,0-11,0 araliginda, igerisinde %1 pullulan bulunan
substrat ¢ozeltileri hazirlanmistir. Farkli pH’larda hazirlanan substrat ¢ozeltileri
kullanilarak standart pullulanaz aktivite tayini yapilmigtir. En yiiksek absorbansin
elde edildigi pH degeri %100 kabul edilerek bagil aktivite cinsinden
grafiklendirilmistir.

3.2.2.7. Pullulanaz Aktivitesi Uzerine Sicakh@n Etkisi

Pullulanazin en iyi aktivite gosterdigi sicakligi saptamak amaciyla, enzim
ve substrat 25, 30, 35, 40, 45, 50, 60 ve 70°C sicakliklardaki su banyolarinda
inkiibe edilerek standart pullulanaz aktivite tayini yapilmistir. En yiiksek
absorbansin elde edildigi sicaklik degeri %100 kabul edilerek bagil aktivite

cinsinden grafiklendirilmistir.

3.2.2.8. pH’min Enzim Kararhhgma Etkisi

Enzimlerin aktiviteleri pH degisimlerinden etkilenmektedir. Degisen pH
kosullarinda {iretilen enzimin aktivitesini koruyabilmesi veya hangi diizeyde
aktivite kaybina ugradiginin bilinmesi tiretim prosesleri i¢in son derece 6nemlidir.

pH’nin enzim kararliligina etkisini saptamak amaci ile pH 4,0-11,0
araligindaki farkli tamponlarla 2 saat optimum sicaklikta (40°C) 6n inkiibasyona
birakilmistir. On inkiibasyona birakilan enzim ve optimum pH’da hazirlanan
substrat (pH 6.0) karigtirilarak, optimum aktivite sicakliginda standart aktivite
tayini yapilmistir.

Ayrica kontrol olarak, 6n inkiibasyona birakilmamis enzim Ornegiyle
standart aktivite tayini yapilmis ve bu deger %100 kabul edilerek bagil aktivite

cinsinden grafiklendirilmistir.

3.2.2.9. Sicakhigin Enzim Kararhhgna Etkisi
Sicaklik da enzim aktivitesini olumlu/olumsuz yonde etkileyen fiziksel bir

etkendir. Mikrobiyal enzimlerin endiistride tercih edilmesinin en Onemli
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nedenlerinden birisi de ekstrem sicakliklara dayamklilik ve kararliliktir. Bu
caligmada tretilen pullulanazin degisen sicakliklarda kararliligini saptayabilmek
amaciyla; enzim, 20, 30, 40, 50, 60, 70 ve 80°C sicakliklarda 2 saat On
inkiibasyona birakilmistir. On inkiibasyona birakilan enzim ve optimum pH’da
hazirlanan substrat (pH 6,0) karistirilarak, optimum aktivite sicakliginda (40°C)
standart aktivite tayini yapilmuistir.

Kontrol olarak, 6n inkiibasyona birakilmamis enzim Ornegiyle standart aktivite
tayini yapilmis ve bu deger %100 kabul edilerek bagil aktivite cinsinden
grafiklendirilmistir.

3.2.2.10. Metal Iyonlarinin Pullulanaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

Bir enzimin kullanildig1 proseslerde farkli kimyasal bilesenler enzim
aktivitesini etkileyebilen kimyasal ajanlar olarak kargimiza ¢ikmaktadir. Bu
gercekten hareketle, metal iyonlarmin pullulanaz aktivitesi tizerine etkisini
belirlemek amaciyla CoCl,, NaCl, MgSQ,, CaCl,, CuSO,, ZnCl,, MnCl, ve FeSO,
metalleri kullanilmugtir.

Metal iyonlarinin distile su igerisinde 100 mM stok c¢ozeltileri
hazirlandiktan sonra son konsantrasyonlart1 1 ve 5 mM olacak sekilde enzime
eklenmis ve 10 dakika &n inkiibasyona birakilmistir (Asha ve ark., 2013). On
inkiibasyona birakilan enzim ve optimum pH’da hazirlanan substrat (pH 6,0)
karistirllarak, optimum aktivite sicakliginda (40°C) standart aktivite tayini
yapilmistir.

Kontrol olarak, metal iyonu icermeyen enzim ile standart aktivite tayini
yapilmis ve bu deger %100 kabul edilerek bagil aktivite cinsinden
grafiklendirilmistir.

3.2.2.11. Diger Kimyasallarin Pullulanaz Aktivitesi Uzerine Etkisi
Ure, SDS, EDTA, Tween 20, Tween 80 ve Triton X-100’{iin, DSHK 107

susundan iiretilen pullulanaz aktivitesi iizerine etkisi arastirilmistir. Urenin son
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konsantrayonu 4 ve 6 M, digerlerinin ise %1 ve %5 olacak sekilde enzime
eklenmis, 10 dakikalik 6n inkiibasyon sonrasi optimum pH’da hazirlanan pullulan
cozeltisi eklenerek standart aktivite tayini yapilmistir.

Kontrol olarak, inhibitér icermeyen ortamda standart aktivite tayini
yapilmis ve bu deger %100 kabul edilerek bagil aktivite cinsinden
grafiklendirilmistir.

3.2.2.12. SDS-PAGE Analizi

Polipeptitlerin molekiiler biiyiikliigiine gore ayrilmasini saglayan SDS-
PAGE (sodyum-dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi) ilk defa
Shapiro, Vifiuela ve Maizel (1967) tarafindan tanimlanmistir. SDS ve proteinler
kisa ve esnek polipeptit segmentleri ile baglanmis protein misellerinden olusan
kompleks bir yap1 olusturur. 1,4 g SDS g/protein oraninda SDS-protein baglanarak
kompleks olusur. SDS proteinlerin yiiklerini maskeler ve olusan anyonik
kompleksler kiitle basina net sabit bir negatif degerle yiiklenir. Genellikle,
sisteinler arasindaki disiilfit baglarimi kirmak i¢in 6mege DTT gibi indirgen bir
ajan eklenir (Westermeier ve Naven, 2002).

SDS-PAGE’in avantajlarindan birkag¢i sunlardir;

- SDS, c¢ok hidrofobik ve denatiire proteinler dahil neredeyse biitlin
proteinleri ¢oziiniir hale getirir.

- SDS-protein kompleksi yiiksek oranda yiiklendiginde elektroforetik
mobiliteyi saglar. Bu durum ayrigsmay1 hizlandirir.

- Fraksiyonlar tamamen negatif olarak yiiklendiginden hepsi tek bir yone,
anoda dogru hareket etmeye baslar.

- Polipeptitler SDS ile muamele edildiklerinde katlanmalar1 agilir ve esnek
hale gegerler. Bu ayrisma giiglii bir baglayici jel ortaminda gergeklesir;
boylece diflizyon sinirlandirilir.

- Bu durum yiiksek ¢oziiniirligiin ve keskin bantlarin olusumunu saglar.

- Bantlan diizeltmek kolaydir, giiclii asitlere ihtiya¢ duyulmaz.
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Ayrisma, tek bir fizikokimyasal parametreye yani molekiiler biiyiikliige
dayalidir. Molekiiler agirligin belirlenmesi i¢in kolay bir yontemdir.

SDS ile ayrilmis proteinler boyayr daha iyi tutar. Bandi belirleme siniri,
Native Page ile karsilagtirildiginda 10 kat daha fazladir (Westermeier,
2016).

Sekil 3.2.’de SDS PAGE diizenegi ve protein karigtminin jeldeki hareketi

gosterilmistir.

Negatif elektrot

Pozitif elek

Ornekler kuyucuklara
yuklenir=,

-

Tampon ; °

cam
¥ Plaklar

Spacer
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Sekil 3.2. SDS PAGE diizenegi ve protein karigiminin jeldeki hareketi

Bu c¢alismada iiretilen pullulanazin molekiiler agirliginin ve aktivitesinin

saptanabilmesi amaciyla SDS-PAGE sistemi kullanilmisgtir.
Ayirict jel (separating, %12) ve dengeleyici jel (stacking, %5) hazirlanmigtir.

X Ayiricl jelin bilesimi ve hazirlamisi (%12)

Bilesimi

Sol-A 6,5 mL
Sol-B 5,0 mL
dH,O 8,4 mL
AMPS (%10) 66 uL
TEMED 15 uL
Toplam 20 mL

Taze olarak hazirlanan Sol-A ve Sol-B,

cizelgedeki miktarlarda

karigtirildiktan sonra vakum pompasi ile 5 dk degaz islemi yapilmistir. Degaz

islemi  Onemlidir

clinkii  oksijen,

polimerizasyonu

inhibe edebileceginden

karisimdan ¢oziinmiis oksijen uzaklastirilmalidir (Walker, 2002). Reaksiyon,
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katalist olarak AMPS’nin eklenmesiyle baslar. TEMED ise polimerizasyonu
saglayan serbest radikalleri agiga ¢ikarmak i¢in ti¢ilinciil amino gruplari olusturur
(Westermeier, 2005). Karisima AMPS ve TEMED eklendikten sonra ¢ozelti iyice
karistirilarak zaman kaybetmeden mikropipet yardimiyla cam plakalarin arasina
yavasca dokiiliir. Uzerine dikkatlice distile su eklendikten sonra (havanmn
difiizyonunu engellemek amaciyla) diizgiin bir iist ylizey olusumu saglanarak

donmaya birakilmstir.

Dengeleyici Jelin Bilesimi

Bilesimi

Sol-A 1,5 mL
Sol-C 2,25 mL
dH,O 5,25 mL
AMPS (%10) 30 uL
TEMED 10 pL

Polimerizasyon tamamlandiktan sonra yiizeydeki su dokiilerek plakalar
kurulanmistir. Ayn1 yontemle hazirlanan dengeleyici jel plakalar arasina dokiilerek
polimerizasyon beklenmeden hizli ama hava kabarcigi olugsmamasina dikkat
edilerek tarak yerlestirilmistir. Polimerizasyon tamamlandiktan sonra kuyucuklar

bozmadan yavasga tarak ¢ikarilmistr.
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Orneklerin Hazirlanmasi ve Elektroforez Kosullar:

Yiiklenen 6rnek miktari 80 uL

Yiiklenen Marker miktari 10 uL

(Tim tiipler 5 dk 95°C’de su banyosunda bekletilmistir)

Uygulanan akim ornekler stacking jelden ¢ikincaya kadar
15 mA, daha sonra 20 mA

Elektroforez zamani 6 saat

Jelin Boyanmasi ve Goriintillenmesi

Jel, diger yontemlere gore en hizli ve genel bir yontem olan Coomassie
Brillant Blue R-250 (CBB R-250) boyasiyla boyanmistir. Boya Oncelikle lizin ve
arginin gibi pozitif yiiklii amino asitlere baglanir. Bu nedenle bazik proteinler

asidik proteinlere gore daha gii¢lii boyanirlar (Ahmed, 2005).

Elektroforez isleminden sonra jel CBB R-250 iceren boyama kiivetine
almmis ve 2 saat oda sicakliginda calkalayici tizerinde boyanmis, sonrasinda bir
gece boyay1 geri alma (destaining) soliisyonunda bekletilmistir. Sonra %1 gliserol
iceren distile su igerisinde 4 saat bekletilmis ve beyaz 151k altinda jel
goriintillenmistir. Jelde yiiriitiilen marker proteinin aldig1 yol ile &rnek/6rnekler

kiyaslanarak enzimin molekiiler agirlig1 hesaplanmistir

45



3. MATERYAL VE METOT Damla STHAY

46



4. BULGULAR VE TARTISMA Damla STHAY

4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bakterilerin izolasyonu ve Pullulanolitik Aktivitenin Belirlenmesi

Cukurova Universitesi kampiisiinden alman, icerisinde bugday ¢imlenmis
topraga clriitiilmiis patates karistirilarak acik havada 1 ay bekletilmistir. Bu
karisimdan bakteri izolasyonu yapilmustir.

1 g toprak 6rnegi + 9 mL steril saf su —5 dakika ¢alkalanmis (Moraga ve
ark.,, 2004) ve vejetatif bakteri formlarinin elimine edilmesi igin 1s1 soku
uygulanmistir (80°C’de 15 dakika su banyosunda bekletilmistir., Lennette ve ark.,
1985; Venkateswaran ve ark., 2003).

Tek koloni elde edebilmek amaciyla 1s1 soku uygulanan Ornek, seri
sulandirmalar (107, 10°, 10™*) yapilarak N1 agar besiyerine (pH: 7,0) yayma
metoduyla (0,1 mL) ekilmis ve 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmigtir.
Inkiibasyondan sonra tek diismiis kolonilerden, Bacillus sp. goriiniimiine sahip ve
koloni morfolojileri birbirinden farkli olan suslar segilip N1 agar besiyerine (pH:
7,0) ¢izgi ekim yapilmis, 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmig ve sonraki
analizlerde kullanilmak iizere 110 bakteri susu, N1 agarda iiretilerek stok kiiltiir
olarak saklanmiglardir.

Toplam 110 bakteri susu nigastay1 hidroliz edebilme yetenegini saptamak
igin nisastali agar besiyerine ¢izgi metoduyla ekilmis, 3 giinliik inkiibasyon
(37°C’de 24 saat) sonunda nisastali agar besiyerindeki 110 sustan en yliksek
hidroliz zonu gdsteren 19 sus secilerek pullulanolitik aktivitelerinin oldugunu
kesinlestirmek i¢in pullulanli agar besiyerine ekilmistir. 3 giin inkiibasyondan
sonra pullulanolitik aktivite gdsteren suslarin pullulanl agardaki goriintiileri Sekil

4.1°de, nigastal1 besiyerindeki goriintiileri Sekil 4.2°de verilmistir.
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zon gapt

Sekil 4.1. Pullulanolitik suslarin pullulanli besiyerindeki goriintiisii

Sekil 4.2. Pullulanolitik suslarin nisastali besiyerindeki goriintiisii

Sonug olarak; 19 sustan 14’{inde pullulanaz aktivitesi saptanmistir. Koloni
ve aktivite zon caplar Sl¢iilmiistiir. Aktivite zon ¢aplariin 6l¢iilmesi sonucunda en
yiiksek aktivite gosterdigi belirlenen DSHKS55, DSHK65 ve DSHK107 suslari
mikroskobik, biyokimyasal ve molekiiler tanilama metotlar1 ile tiir diizeyinde

tanilanmistir.
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4.2. Pullulanolitik Suslarin Morfolojik ve Biyokimyasal Ozellikleri

Enzim tiretimi i¢in segilen 3 sus gram boyama ve spor boyama metodu ile
boyanmistir. Boyanmig preparatlar 151k mikroskobunda incelendiginde, incelenen
suslarin gram pozitif, endosporlu, c¢ubuk seklinde olduklar1 goézlenmistir.
DSHK107 susunun besiyerindeki iireme karakteristigi ve boyanma davranisi,
biyokimyasal testler ile oksijen gereksinimi (aerob) ve hareket kabiliyeti dikkate
alindiginda, Bacillus sp.’den farkli oldugu diistiniilmiistiir. Molekiiler tanilama
amactyla; 16S rRNA ve yag asiti analizleri Karadeniz Teknik Universitesi Fen
Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji boliimiinde yapilmis ve bu arastirmaya konu olan
DSHK107 susu Fontibacillus cinsine ait yeni bir tiir olarak izole edilmis, tip tiir
olarak SCI indexlerince taranan Journal of Basic Microbiology dergisinde 2016

yilinda (56:8, 857-863) yayimlanmuistir.

4.3. Kat1 Besiyerinde Pullulanaz Uretimine pH’nin Etkisi

DSHKS55, DSHK65, DSHK 107 suslari, pH 4,0-12,0 araligindaki nisastali
agar besiyerlerine ekilerek 37°C’de 72 saat inkiibasyona birakilmis ve optimum
enzim iretiminin alkali ortamda gergeklestigi goriilmiistiir. pH 5,0’da hicbir susta
ireme gerceklesmemis, pH 6,0’da sadece DSHK107 susunda c¢ok az iireme ve
enzim uretimi gergeklesmistir. En fazla tireme goriilen DSHKSS susunun pH 8,0 ve
9,0°da koloni zon gap1 sirasiyla 40 ve 48 mm, aktivite zon ¢ap1 ise 43 ve 47 mm
olarak Ol¢lilmistiir. Dolayisiyla DSHKS5 susu fazla iiredigi halde pullulanolitik
aktivitesi diger suslara kiyasla ¢ok diisiiktiir.

Hidroliz zonlar karsilagtirildiginda 37°C’deki en yiiksek enzim aktivitesi,
DSHK107 susu tarafindan pH 8,0, 9,0 ve 10,0’da gerceklesmistir. Cizelge 4.1°de
suslarin pH 4,0-12,0 araliginda kati1 besiyerinde koloni ve aktivite zon ¢aplarinin
degerleri, Sekil 4.3’te ise en yiiksek enzim aktivitesinin gortildiigii pH 8,0, 9,0 ve

10,0’da nisastal1 besiyerindeki goriintimleri verilmistir.
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Cizelge 4.1. DSHKS55, DSHK 65, DSHK 107 suslarinin pH 4-12 araliginda kati
besiyerinde koloni ve aktivite zon ¢aplari

Koloni Aktivite Koloni Aktivite Koloni Aktivite

Cap1 Zon Cap1  Capi Zon Cap1  Capi Zon Cap1
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)

pH 5,0 - - - - - -

pH 6,0 - - - - 1 2

pH 7,0 2 6 3 6 3

pH 8,0 40 43 2 11

pH 9,0 48 50 14 22

pH 10,0 2 17 4 16 3 21

pH 11,0 1,5 5 1 2 1,5 5

pH 12,0 1,5 6 - - - -

Sekil 4.3. DSHKS55, DSHK65 ve DSHK107 suslarinin pH 8,0, 9,0 ve 10,0’da
koloni ve zon g¢aplariin goriiniimii

Bu asamadan sonra DSHK55 susunun iyi bir enzim iireticisi olmadig

diisiiniilerek ¢alismalarda diger iki sug kullanilmustir.
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4.4. Kat1 Besiyerinde Pullulanaz Aktivitesine Sicakhigin Etkisi

Alkali ortamda en iyi enzim aktivitesi gdsteren DSHK65 ve DSHK107
suslar1 pH’s1 8,0 ve 9,0 olan nisastali agar besiyerlerine ekilerek optimum {lireme
sicakligimin belirlenmesi i¢in 4°C, 20°C, 27°C, 30°C, 37°C ve 50°C’de 72 saat
inkiibe edilmistir. Optimum enzim iiretiminin 30-37°C’de (mezofil) gergeklestigi
goriilmiistiir. 50°C’de suslarda iireme gozlenmemis, 4°C’de bakteriler 1 mm caph
ireme alani olusturmasina ragmen enzim aktivitesi saptanmamuistir. Sicaklik
arttikca (37°C’ye kadar) genel olarak aktivite artisi gdzlenmistir. Bu denemeler
sonucunda, kati besiyerinde DSHK107 susunun enzim aktivitesinin DSHK65’e
gore daha yiiksek, optimum aktivite sicakliginin da 30-37°C araliginda oldugu
belirlenmistir. Cizelge 4.2’de kat1 besiyerinde DSHK65 ve DSHK 107 suslarinin
pH 8,0 ve 9,0’da, 4-50°C araliginda iireme ve aktivite diizeyleri mm olarak

verilmistir.

izelge 4.2. Kat1 besiyerinde ve suslarinin 4- araliginda
izelge 4.2. Kat1 besiyerinde DSHK65 ve DSHK 107 susl 4-50°C araligind.
pH 8,0 ve pH 9,0’daki koloni ve aktivite zon c¢aplari

pH 8,0 pH 9,0 pH 8,0 pH 9,0

KC. AZC. KC 'AZC. KC. AZC KC AZC
(mm.) ! (mm)  (mm) ' (mm)  (mm) (mm) | (mm) & (mm)

4°C |1 - 1 - 1 - 1 -
20°C |1 1,5 1 1,5 1,5 1,8 1,5 1,8
27°C | 25 7 3 5 2 12 3 8
30°C | 2 12 2 6 2 13 3 12
[37 °C | 2 10 2,5 10 2 17 7 20 ]
50°C | - - - - - - - -

K.C.: Koloni Capi, A.Z.C.: Aktivite Zon Capi

4.5. Enzim Uretici Susun (DSHK107) Tiir Diizeyinde Tanilanmasi
Kati besiyerinde en yiiksek enzim aktivitesi gosteren sus olan DSHK 107
kullanilarak enzim iretimi gergeklestirilmistir. Dogal bir izolat olan bakteri
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susunun tiir diizeyinde tanilanmasi amaciyla; 16S rRNA dizi analizi Karadeniz
Teknik Universitesi Biyoloji Boliimiinde yaptirilmis ve elde edilen dizilere BLAST
analizi yapilmistir. Tanmilama testlerine gére DSHK107 (Damla Sihay-Hatice
Korkmaz 107) susu Fontibacillus pullulanilyticus (Tip tiir, tiir diizeyinde ilk kez
tanilandi.) olarak filogenetik agacta yerini almistir.

Gram negatif, hareketli, oksidaz ve katalaz pozitif, DSHK 107" olarak
isimlendirilmis sus, Cukurova Universitesi kampiis topragindan izole edilmistir.
Sus, 20-42°C’de (optimum, 30°C), pH 6,0-9,0’da (optimum, pH 7,0) ve %0-2,0
NaCl igeren ortamda gelisme gostermektedir. 16S rRNA gen sekansi analizi
DSHK 107" susunun Fontibacillus cinsine ait oldugu goriilmiis ve Fontibacillus
aquaticus GPTSA 19" (%97,8) ve Fontibacillus panacisegetis P11-6" (%97,0) sus
tipleriyle en yiiksek sekans benzerligini gostermistir. DSHK107" susunun major
yag asidi anteiso-Cis,o olarak bulunmustur. DSHK 107" susunun polar yag asitleri
difosfatidigliserol fosfatidigliserol, fosfatidiletanolamin, bilinmeyen dort fosfolipit,
bilinmeyen dort lipit, bilinmeyen ii¢ glikolipit, bilinmeyen iki aminofosfolipit,
bilinmeyen bir aminolipit ve bilinmeyen bir aminofosfoglikolipitten olugsmaktadir.
Major izoprenoid kinonu MK-7"dir. DSHK 107" susunun DNA G+S miktar1 %42, 1
mol’dur. DNA-DNA hibridizasyonu DSHK107" susunun F. aquaticus DSM
17643", Fontibacillus solani A4STRO4" ve F. panacisegetis DSM 28129"
(srastyla %47, 58 ve 59,3) ile diisik oranda DNA-DNA iliskisi oldugunu
gostermistir. Bu sonuglar, DSHK 107" susunun daha once tanimlanmanus, yeni bir
tiir oldugunu desteklemektedir. Polifazik yaklagimlar kullanilarak yapilan
taksonomik ¢alismalar 15131nda, DSHK 107" Fontibacillus pullulanilyticus sp. nov.
olarak isimlendirdigimiz Fontibacillus cinsine ait yeni bir tiir oldugu kabul
edilmistir. Tip sus: DSHK107" (=NCCB 100560" =DSM 100116") (Bektas ve
ark., 2016). Bu susun filogenetik agactaki yeri Sekil 4.4.te verilmistir.
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Fontibaciflus pullulanilyticus DSHK1 07T (KP893807)
Fontibacillus aquaticus GPTSA1 9' (DQ023221)
Fontibacillus panacisegetis PH-ET (GQ303568)
Fontibacillus solani A4STR04' (LNG51195)
Fontibaciflus phaseoli BAPVETB' (KF583881)
Paenibacillus anaericanus MH21' (AJ318909)
Paenibacillus konsidensis LBY' (EU081509)
Paenibacilius macerans 1AM 12467T (ABO73196)
Paenibacillus motobuensis I‘\;‘IC‘#OT (AY741810)
Paenibacillus cookil LMG18419' (AJ250317)
Paenibacillus refictisesami KB0549" (ABS67661)
Faenibacifius chibensis JCM9905T (ABO73194)
Paenibacilfus azoreducens Cl\nl'l1T (AJ272248)
Paenibacillus favisporus GMPO1 J (AY208751)
100 | Paenibacillus cineris LMG1 8439' (AJST5658)
Paenibacillus rhizosphaerae CE{.‘,.'J\P‘.'.'GT (AY751754)

100 - Paenibacillus purispati ESMS17' (EU888513)
_[Paen."baciﬂus uliginis N3/975' (FN556467)

Paenibacillus campinasensis 324' (AF021924)

Paenibacillus borealis KK19' (AJO11322)

100

85

66!

85 { Paenibacilius glucanolyticus DSM5162" (ABO73189)
100 Paenibacillus lautus NRRLNRS-666 ' (D78473)

Cohnella thermotolerans (30«.19:5,?242T (AJOT1483)
100 -I: Cohnella lucjiensis HY-22R" (GQ214052)
53 Cohinelfa hongkongensis HKU3' (AF433165)

Aneurinibacillus aneurinilyticus NCIMB1005" (XB0E45)

—
0.0

Sekil 4.4. DSHK 107 " susunun filogenetik agagtaki konumu
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Tablo 4.1. DSHK 107" susunun ve en yakin filogenetik akrabasmin farkl fenotipik

karakteristikleri
KARAKERISTIK 1 2 3
Katalaz + - _
Hidroliz:
Jelatin + - .
Nisasta + z -
Asit Uretimi
Arbutin - + +
D-Friiktoz = + +
Iniilin - - +
D-Raffinoz - + +
Siikroz - + +
D-Ksiloz + - i
D-Riboz + - -
Melibiyoz + - -
Nitrat indirgenmesi - - +

+, pozitif; z, zayif pozitif; -, negatif
Suslar: 1, DSHK107"; 2, Fontibacillus aquaticus DSM 17643"; 3, Fontibacillus
panacisegetis DSM 28129"

4.6. Siv1 Besiyerinde Enzim Uretimine pH ve Sicakhigin Etkisi

Kati besiyerinde DSHKI107 susunu kullanarak pullulanaz iiretimi
gergeklestirdigimizde, optimum pH 9,0, sicaklik 37°C saptanmistir. Enzim
iretimlerinde, kat1 besiyeri verileri susun 6zelliklerini saptamada 6n bilgi agisindan
son derece Onemli olmakla beraber, {iretimler sivi  besiyerinde
gergeklestirildiginden, enzim iiretim kosullarinin sivi besi yeri i¢in optimizasyonu
kaginilmazdir. Bu amagla, pH’s1 7,0, 8,0, 9,0, 10,0 olan nisastali siv1 besiyerleri
hazirlanarak hem 30 ve 37°C’lerde enzim {iiretimi gergeklestirilmistir. 24 saatlik
inkiibasyondan sonra, kiiltiir santrifiij edilerek (+4°C, 6000 d/dk’da) iist faz

ayrilmigtir. Ust faz enzim preparasyonu olarak kullanilmis ve standart aktivite
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tayini yapilmistir. En iyi enzim iiretimi pH 8,0 ve 30°C’de gdzlenmistir. Sonuglar

grafiksel olarak Sekil 4.4’te gosterilmistir.

120

100 97

100 a8

30 92 94

60
67 —8—30°C
57

a0 37°C

Bagil Aktivite (%)

20

6 7 8 9 10 11
pH Degeri

Sekil 4.5. Besiyeri pH’sinin ve inkiibasyon sicakliginin enzim iiretimine etkisi

4.7. Pullulanaz Uretiminde Karbon Kaynaklarimin Etkisi

Substrat indiiksiyonu ve katabolit represyonu bakimindan karbon
kaynaklarinin se¢imi enzim iretimi i¢in ¢ok kritiktir. Bazi substratlar diisiik
konsantrasyonda indiiktdr, yiliksek konsantrasyonda represdr olarak etki
gosterebilir. Bazen de reaksiyonun son iriinii enzim igin indiikleyici olurken
katabolit represyon durumunda tam tersi represor etki gosterir (Nair ve ark., 20006).
Dolayisiyla optimum enzim firetimi igin besiyerindeki karbon kaynagi ve
konsantrasyonunun saptanmasi ¢ok dnemlidir.

Karbon kaynaklarinin etkisini belirleyebilmek amaciyla, enzim iiretim
besiyeri igerigindeki nisasta yerine %1 konsantrasyonda pullulan, glukoz, maltoz,
misir nisastast ve kontrol igin ¢Ozlinebilir nisasta eklenerek enzim iiretimi
gerceklestirilmistir. 24 saatlik inkiibasyondan sonra santrifiij edilerek iist fazdan
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pullulanaz aktivite tayini yapilmistir. Sonuglar, Sekil 4.6’da verilmistir. Grafikteki
veriler incelendiginde; kullanilan karbon kaynaklarinin enzim iiretimindeki
etkinligi swrasiyla ¢oziinebilir nisasta>pullulan>musir nisastasi>maltoz>glukoz
olarak Dbelirlenmistir. Glukoz kullanimi enzim {retimini %99 oraninda
baskilamigtir. Coziinebilir nisastanin pullulanaz iiretimi i¢in en uygun karbon

kaynagi oldugu belirlenmistir.

120
100
100 94
87
R 80
[0}
3
=
£ 60
<
o)
g 40 5
20
1
0 .
Pullulan Cozinebilir ~ Misir Nisastasi Maltoz Glukoz
Nisasta

Karbon Kaynaklari

Sekil 4.6. Pullulanaz iiretiminde karbon kaynaklarinin etkisi

Nisasta (%1 konsantrasyonda) genellikle pullulanazlar igin en ¢ok tercih
edilen karbon kaynagidir (Noorwez ve ark., 2006).

Subhash ve ark. (2006), Bacillus cereus FDTA-13 susundan pullulanaz
iretimi i¢in en uygun karbon kaynagini belirlemek amaciyla ¢oziinebilir nisasta,
patates nisastasi, amilopektin, maltodekstrin, pullulan, glikojen, maltoz, glukoz gibi
nisasta ve dekstrin ¢esitlerini denemislerdir. En yiiksek pullulanaz aktivitesinin
¢oOzlinebilir nisasta, en diigiikk aktivitenin ise glukoz kullanimiyla gergeklestigini
bildirmislerdir.
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Razack ve ark. (2012), Bacillus subtilis kullanarak pullulanaz iiretimi igin
farkli konsantrasyonlardaki farkli karbon kaynaklarmi (glukoz, fruktoz, maltoz,
laktoz, siikroz) denemisler ve en yiiksek aktivitenin %2 konsantrasyondaki siikroz,
en diisik aktivitenin ise %10 konsantrasyondaki maltoz kullaniminda
gerceklestigini  belirlemislerdir. Test edilen karbon kaynaklari %1
konsantrasyonda kullanildiginda enzim iiretiminde sirasiyla

laktoz>siikroz>glukoz>maltoz>fruktozun etkin oldugu bulunmustur.

4.8. Coziinebilir Nisasta Konsantrasyonunun Uretimde Etkisi

Pullulanaz iiretimi i¢in en uygun karbon kaynagi ¢6ziinebilir nisasta olarak
saptandiktan sonra, nisastanin en uygun konsantrasyonu belirlenmistir. Bu amagla;
enzim lretim besiyerine %0,1, %0,25, %0,5, %1, %2 ve %3 konsantrasyonlarda
¢Oziinebilir nisasta eklenmis ve enzim iretimi gergeklestirilmistir. 24 saatlik
inkiibasyondan sonra, kiiltiir santrifiij edilmis ve list fazdan pullulanaz aktivite
tayini yapilmustir. Sekil 4.7’ deki grafikte goriildiigii gibi; en yiiksek aktivite %1 en

diisiik aktivite %3 nisasta varliginda gorilmiistiir.

120

100
100 91 95
75
80 =
58
6
4
2
0
0,1 0,25 0,5 1 2

Nisasta Konsantrasyonu (%)

Bagil Aktivite (%)
o

o

o

Sekil 4.7. Pullulanaz tiretiminde nisasta konsantrasyonunun etkisi
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Takasaki (1975), Bacilus cereus ile yaptigt calismada pullulanaz
iiretiminde ¢ozlinebilir nisasta konsantrasyonunu arastirmig ve en uygun nigasta

konsantrasyonunun %1 oldugunu bildirmistir.

4.9. Azot Kaynaklarinin Enzim Uretimine Etkisi

Enzim iiretiminde azot kaynagmin dogru segilmesi de son derece
onemlidir. Azot kaynaklarinin etkisini belirleyebilmek amaciyla, enzim {iretim
besiyerine %0,5 konsantrasyonda amonyum siilfat, amonyum nitrat, maya, pepton,
et oOziitii ve besiyeri igerigindeki azot kaynaklar1 (%0,5 maya ile %0,1 amonyum
stilfat) eklenerek enzim iiretimi gerceklestirilmistir. 24 saatlik inkiibasyondan sonra
kiiltiir santrifiij edilerek, iist fazdan pullulanaz aktivite tayini yapilmistir. Sekil
4.8°deki grafikte goriildiigii gibi tercih edilen azot kaynaklarinin etkinlik sirasi;
maya>et Oziitii>tripton>amonyum siilfat>maya+amonyum
stilfat>pepton>amonyum nitrat olarak belirlenmistir. Besiyeri i¢erigindeki maya ve
amonyum siilfat birlikte kullanildigindaki aktivite, sadece maya kullanildiginda
goriilen aktiviteye gore daha diisiiktiir. Maya, pullulanaz iiretimi ig¢in en uygun azot

kaynagi olarak bulunmustur.
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120
100
100 93
88
82 81 83

80 74
60
40
20
0

Maya+ Maya Et 6zutu Tripton Pepton ~ Amonyum Amonyum

amonyum sulfat nitrat

stlfat

Sekil 4.8. Pullulanaz tiretiminde azot kaynaklarinin etkisi

Razack ve ark. (2012), degisen konsantrasyonlardaki farkli azot
kaynaklarini incelemisler ve en yiiksek aktivitenin %0,5 maya, en diisiik aktivitenin
ise %0,1 amonyum nitrat kullanildiginda gerceklestigini bildirmislerdir.

Nair ve ark. (2006), farkli azot kaynaklarinin (maya, pepton, amonyum
stilfat, soya unu, amonyum Kkloriir, tripton, maya-+tripton) pullulanaz iiretimindeki
etkinligini arastirmiglardir. %1 pullulan igeren bazal besiyerinde (pH 6,5), 200 d/dk
hizda galkalayarak, 32+2°C’de, 4 g/L oraninda farkli azot kaynaklar1 kullanarak 48
saat Uretim yaptiklarinda; en yiiksek aktivitenin 24. saatte mayattripton ve maya
ihtiva eden besiyerinde gerceklestigini saptamiglardir. 48 saatlik inkiibasyon

stirecinde en diisiik enzim aktivitesi amonyum kloriir varliginda goriilmiistiir.

4.10. Maya Konsantrasyonunun Etkisi

Enzim {iretimi i¢in en uygun azot kaynagi maya olarak belirlendikten
sonra, enzim {retim besiyerine %0,1, %0,3, %0,5, %1, %lL,5, %2 ve %3
konsantrasyonlarda maya eklenmis ve iist fazdan pullulanaz aktivite tayini
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yapilmistir. Sekil 4.9°daki grafikte goriildiigi gibi; en iyi aktivite %0,3 maya
varliginda goriilmiistiir. Maya konsantrasyonunun enzim iiretiminde etkinligi

strastyla; %0,3>%0,5>%1>%0,1>%1,5>%2 olarak bulunmustur.
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Sekil 4.9. Pullulanaz iiretiminde maya konsantrasyonunun etkisi

Razack ve ark. (2012), pullulanaz iiretiminde kullanilan farkli maya
konsantrasyonlarini karsilagtirdiginda %0,5>%0,3>%0,7>%0,1>%0,9>%1,1 olarak
bulmugken; Noorwez ve ark. (2006), ise en yiksek aktivitenin %0,3

konsantrasyonda maya kullanimiyla gerceklestigini bildirmistir.

4.11.Bazal Besiyerindeki Metal Iyonlarinin Etkisi

Pullulanaz iiretiminde kullanilan bazal besiyeri CaCl,.2H,O, K,HPO,,
MgSO0,.7H,0, (NH4),SO,4, FeSO,4.7H,0, MnCl,.4H,0 tuzlarini ihtiva etmektedir.
Bu caligmada bazal besiyeri kontrol olarak kullanilmis ve her metal iyonu ayr1 ayr
%0,1 konsantrasyonda, c¢ozilinebilir nisasta (%1) ve mayadan (%0,3) olusan
besiyerine eklenerek enzim iiretimi gergeklestirilmistir. Inkiibasyondan sonra
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kiiltiir santrifiij edilerek tist fazdan aktivite tayini yapilmstir. Sekil 4.10’daki
grafikte gorildiigi {izere; bazal besiyeri igerigindeki metal iyonlarindan
MnCl,.4H,0O diger metallere gore daha etkili bulunmustur. Bazal besiyeri
icerigindeki metal iyonlarinin etkinligi sirasiyla;
MnCl,.4H,0>K,HPO,>Kontrol>MgS0,.7H,0>FeS04.7H20>CaCl,.2H,0
seklindedir.
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Sekil 4.10. Bazal besiyeri bilesimindeki metal iyonlarinin etkisi

Takasaki (1975), pullulanaz iiretiminde metal iyonlarinin etkisini
incelemek icin yaptig1 galigmada en yiiksek verimin MnSQ,, ortalama verimin
FeSO,, en az verimin ise ZnSO, varliginda gergeklestigini. Nair ve ark. (2006), en
yiiksek verimin K,HPO, en diisiik verimin FeSO, kullanimiyla elde edildigini
bildirmislerdir.
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4.12. Enzim Uretiminde Inokiilasyon Miktarimn Etkisi

Gerek laboratuvar kosullarinda kiiciik 6lgekli tiretimler, gerekse endiistriyel
kosullarda orta ve biiyiik 6l¢ekli iiretimlerde 6n kiiltiir hazirladiktan sonra, liretim
besiyerine hiicre aktarilmasi noktasinda verimin en yiiksek olmasi bakimindan
inokiilasyon miktari en 6nemli parametredir.

Daha 6nce belirlenen, iiretim kosullari i¢in optimum sartlarin saglandigi
enzim iretim besiyeri hazirlanmig ve 18 saatlik taze bakteri kiiltlirlinden
(0.D.600=0,5) %0,5, %1, %2, %3, %4 ve %S5 oranlarinda asilama yapilmustir.
Kiiltiir santrifiij edildikten sonra, iist fazdan yapilan pullulanaz aktivite tayini
sonuglar1 Sekil 4.11’de grafiklendirilmistir. En yiiksek aktivite %3, en diisiik
aktivite %0,5 inokiilasyon miktarinda gdzlenmistir. inokiilasyon miktarmin etkisi
strastyla; %3>%4>%2>%1>%5>%0,5 seklindedir.
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Sekil 4.11. Pullulanaz iiretiminde inokiilasyon miktarinin etkisi

Khalaf ve Aldeen (2013), B. lichenoformis (BS18) susuyla ¢alismislar ve

pullulanaz {iretimindeki optimum asilama miktari1 arastirmislardir. %2
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konsantrasyondaki asilamayla en yiiksek pullulanaz aktivitesine ulagmislardir.
%2’den diisiik asilama yapildiginda diisiik enzim {iretiminin nedenini, substrati
kullanabilmek i¢in enzim {iiretme besiyerindeki canli hiicre sayisimin optimum
saylya ulasabilmek i¢in daha fazla zamana ihtiya¢ duymasi; %?2’den yiiksek
asilama yapildiginda daha az enzim iiretilmesinin nedeninin ise biiylik oranda
toksik metabolit olusumu veya hiicre sayisinin fazla olmasina ragmen besin

Ogelerinin yetersiz kalmasi olabilecegini belirtmislerdir.

4.13. Calkalama Hizinin EtKisi

Oksijenin ve besiyeri igeriginin homojen dagilimi, calkalama hiziyla
belirlenir. Diisiik calkalama hizi, mikroorganizma ile substratin temas
edememesine, yiiksek c¢alkalama hizi ise mikroorganizmalarin fizyolojik
yapilariinin bozulmasina neden olabilmektedir. Pullulanaz {iretimi i¢in en uygun
calkalama hizinin belirlenmesi i¢in optimum kosullarda enzim firetim besiyeri
hazirlanip %3 oraninda asilama yapilarak 30°C sicaklikta 0 (durgun), 100, 150,
200 ve 250 d/dk’daki calkalamali inkiibatorlerde 24 saat inkiibe edilmistir. Ust faz
kullanilarak yapilan pullulanaz aktivite tayini sonucunda Sekil 4.12°deki grafikte
goriildiigli gibi en yiiksek aktiviteye 200 d/dk’da ulasilmistir. Durgun fazda (0°)
aktivite biiyiik oranda diisiiktlir. Kiyaslama yapildiginda ¢alkalama hizinin etkinligi
strastyla; 200>150>100>250>0 d/dk seklindedir.
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Sekil 4.12. Pullulanaz iiretiminde ¢alkalama hizinin etkisi

Noorweez ve ark. (2006), Geobacillus thermoleovorans kullanarak elde
ettikleri amilopullulanaz tiretimi i¢in 100-250 d/dk aras1 ¢alkalama hizinin etkisini

incelemisler ve optimum hizi 200 d/dk olarak belirlemislerdir.

4.14. Inkiibasyon Siiresinin Etkisi

Gerek dogal ortamlardan izole edilen gerekse rekombinant
mikroorganizmalar endiistriyel enzimlerin, hormonlarin ve bircok biyolojik
materyalin iiretiminde ¢igir acmustir. Ozellikle dogal izolatlardan endiistriyel
boyutlarda enzim iiretmek igin Oncelikle iiretim kosullarinin optimizasyonu
kagmilmazdir. Bu arastirmada; soz konusu enzimin (DSHK107', pullulanaz)
sicaklik, pH, inokiilasyon miktari, azot ve karbon kaynaklari vb. kosullar optimize
edildikten sonra liretim i¢in en uygun zamanin belirlenmesi, enerji tasarrufu ve

maksimum enzim verimi a¢isindan mutlak belirlenmesi gereken bir parametredir.
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Sekil 4.13. Pullulanaz iiretiminde inkiibasyon siiresinin etkisi

Inkiibasyon siiresinin etkisini belirlemek igin, optimum kosullarda
hazirlanan besiyerinde enzim fliretimi devam ederken belirli zaman dilimlerinde
standart enzim aktivite tayini yapilmistir. Sekil 4.13’te goriildiigii gibi en yiiksek

enzim aktivitesine 44. saatte ulasilmustir.

ENZIiM KARAKTERIZASYONU

4.15. pH’min Pullulanaz Aktivitesi ve Kararhlik Uzerine Etkisi

pH’nin pullulanaz aktivitesi iizerine etkisini saptamak amaciyla, pH 4,0,
5,0, 6,0, 7,0, 8,0, 9,0, 10,0 ve 11,0’de %1 pullulan ile hazirlanan substrat ¢ozeltileri
kullanilarak standart pullulanaz aktivite tayini yapilmigtir. Sekil 4.14’teki grafikte
goriildiigii gibi, enzim pH 6,0’da en yiiksek aktiviteyi gostermistir.

pH 5,0°te %84, pH 7,0°de ise %96 aktivite gdstermektedir. pH 7,0’den
sonra aktivite kaybetmeye baslayarak pH 11,0’de %382’lik aktivite kaybina
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ulagmistir. Enzimin pH 5,0-7,0 araliginda ortalama %87 aktiviteye sahip olmasi

asidik ortamda caligilmaya elverisli oldugunu gostermistir.
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Sekil 4.14. pH’nin pullulanaz aktivitesi tizerine etkisi

Pujada ve ark. (2001), Thermococcus hydrothermalis’ten saflastirdiklar
pullulanazin optimum pH’sin1 5,75; Roy ve ark. (2003), Bacillus sp’den izole
ettikleri tip 2 pullulanazinkini 5,0; Vishnu ve ark. (2005), Lactobacillus
amylophilus’tan elde ettikleri amilopullulanazin optimum pH’sini 6,5; Rajaei ve
ark. (2015), Exiguobacterium sp.’den elde ettikleri tip 1 pullulanazin optimum
pH’sin1 8,5 olarak belirlemislerdir.

Guan ve ark. (2013), Thermococcus kodakarensis’ten izole ettikleri
amilopullulanazin optimum pH’sini, aktivite tayininde substrat olarak pullulan
kullandiklarinda 5,5; nisasta kullandiklarinda ise 5,0 olarak bulmuslar ve pH 4,0-
7,0 araliginda %50’den fazla aktivite gosteriyorken pH 7,0’de ciddi bir aktivite
diisiisii oldugunu belirtmislerdir.
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pH’nin kararlilik {izerindeki etkisini saptamak amaciyla enzim 4,0-11,0
araligindaki pH’larda hazirlanmis tamponlarla karistirilarak, 2 saat optimum
sicaklikta &n inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonu takiben standart aktivite
tayini yapilmis ve sonuclar Sekil 4.15’te grafiklendirilmistir.

Enzimin pH kararliligini saptayabilmek amaciyla, optimum pH olan 6,0’da
normal enzim aktivitesi bakilarak, elde edilen absorbans 100 kabul edilmistir.
Secilen pH’larda enzim oOn inkiibasyona birakildiktan sonra, optimum pH’da
standart aktivite tayini yapilarak kontrol ile kiyaslanmistir. pH 4,0-7,0 arasinda
ortalama 9%96,75 aktivite kalmis olmast enzimin genis bir pH araliginda
kararliligin1 korudugunu gostermektedir. Kontrole gore; pH 8,0’de %9, pH 9,0’da
%12, pH 10,0°da %22, pH 11,0’de ise %35 aktivite kayb1 goriilmiistiir.
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Sekil 4.15. pH’nin pullulanaz kararlilig tizerine etkisi

Sekil 4.15’te gorildiigl gibi bu arastirmada izole edilen pullulanaz pH 4,0-
8,0 araligindaki proseslerde kullanim igin Onerilebilir. Enzimin genis bir pH

araliginda yliksek aktivite gostermesi endiistriyel kullanimlar i¢in son derece
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onemlidir. Ciinkii, enzim kullanimi sirasinda, proseste istenmeyen pH degisiklikleri
s6z konusu olabilir. Bu durumlarda enzim aktivite kaybetmeden katalizleme
yetisini siirdiirebilecektir.

Riidiger ve ark. (1994) tarafindan hipertermofilik arkea Pyrococcus
woesei’den izole edilen pullulanazda, pH 5,5-8,0 araliginda kalan aktivitenin
%70’den fazla kalmis olmasi, enzimin genis bir pH araliginda calisiimaya elverisli
oldugunu gostermistir. Optimum pH ise 6,0 olarak bulunmustur.

Samah ve ark. (2005), Bacillus flavothermus’tan elde ettikleri pullulanazin
optimum pH’sii1 10,0, kararli oldugu araligi ise pH 7,0-10,0 olarak belirlemisler ve
alkali pH’larda maksimum aktivite gosteren pullulanazlarin ¢amasir ve bulasik
deterjani i¢in etkili bir katki maddesi olarak kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Jiao ve ark. (2010), Thermococcus siculi’den elde ettikleri rekombinant
amilopullulanazin optimum pH’sinin 6,0 oldugunu belirtmislerdir. Enzimi, pH 5,0-
6,5 araliginda optimum sicaklikta 4 saat beklettiklerinde ise %50’nin iizerinde
kalan aktiviteye sahip oldugu, kararli oldugu maksimum pH’nin 6,5’te gorildigi
ve 4 saat sonunda pH 6,5’te %90’1n iizerinde bagil aktiviteye sahip oldugunu
belirlemislerdir.

Wu ve ark. (2013), Thermus thermophilus’tan izole ettikleri pullulanazin
optimum pH’sim1 6,5 bulmuslardir. 6,0-8,0 pH araliginda enzimin en iyi kararliliga
sahip oldugunu, pH 8,0’den sonra aktivitede hizli bir diislis goriildiigiinii rapor
etmislerdir.

Qiao ve ark. (2014), Exiguobacterium acetylicum’dan izole ettikleri tip 1
pullulanazin pH 5,0-9,0 aralifinda aktivite gosterdigini ve optimum pH’nin 6,0
oldugunu belirtmiglerdir. Enzim, optimum sicakliginda pH 5,0-8,0 araliginda
maksimum aktivitesinin %70’ini korumustur. Taranan literatiirlerde pullulanazin
pH kararliligr genelde dar araliklarda goriilmiisken, bu arastirmada izole edilen
pullulanaz pH 4,0-10,0 araliginda %93 lin iizerindeki kalan aktivitesiyle dnemli bir

farklilik gostermektedir.
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Orhan ve ark. (2014), Hypocrea jerocina mantarindan {rettikleri ve
saflagtirdiklart pullulanazin optimum pH’smi belirlemek icin ii¢ farkli substrat
kullanmiglardir. Substrat olarak nisasta kullanildiginda optimum pH’nin 5,0;
amilopektin ve pullulan kullanildiginda ise 6,5 oldugunu belirtmislerdir.

Farkli bakteriyel pullulanazlarin optimum pH’larinin genellikle 4,5-6,5
arasinda oldugu, bu farkliligin da kullanilan substrat ve enzim kaynagindan
kaynaklandigi goriilmiistiir (Orhan ve ark., 2014). Pullulanazlarin ¢cogu asidik pH
araliginda kararliyken alkali pH’larda aktivitelerini kaybetmektedirler (Qiao ve
ark., 2014). Bu arastirmada izole edilen enzim, alkali pH’larda da kullanilmaya

uygun olmas1 bakimindan 6nemlidir.

4.16. Sicakhgin Pullulanaz Aktivitesi ve Kararhhk Uzerine Etkisi

Sicakligin pullulanaz aktivitesi iizerine etkisini saptamak amaciyla enzim
ve substrat karisimu 25, 30, 35, 40, 45, 50, 60 ve 70°C sicakliklarda inkiibe
edildikten sonra standart pullulanaz aktivite tayini yapilmis ve sonuglar Sekil
4.16’daki grafikte gosterilmistir. Enzimin optimum sicakligt 40°C saptanmis

olmasina ragmen 35°C’de %90, 45°C’de ise %92 aktivite gdstermektedir.
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Sekil 4.16. Sicakligin pullulanaz aktivitesi lizerine etkisi

Sicakligin pullulanaz kararlilign {izerindeki etkisini saptamak amaciyla
enzim 20, 30, 40, 50, 60, 70 ve 80°C’de 2 saat 6n inkiibasyona birakildiktan sonra
optimum pH ve sicaklikta standart aktivite tayini yapilmis ve sonuglar Sekil
4.16’daki grafikte gosterilmistir.

Kontrol olarak oda sicakligindaki enzim ile, 40°C’de (optimum sicaklik)
ve pH 6,0’da standart aktivite tayini yapilmis ve absorbans 100 kabul edilmistir.
Kontrol ile kiyaslandiginda; enzim aktivitesi %97 olarak gozlenmistir. 30°C-50°C
araliginda ortalama %95 aktiviteyle yiiksek oranda kararlilik saglandigi
belirlenmistir. En az kararliligin saglandigi 80°C’de ise %357 aktivite kaybi

goriilmiistiir.
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Sekil 4.17. Sicakligim Kararlilik Uzerine Etkisi

Ara ve ark. (1995), alkalofilik Bacillus sp.’den izole ettikleri alkali
amilopullulanazin optimum aktivitesinin 50°C saptandigini bildirmislerdir. Ayrica
pullulanaz 30 dakika inkiibasyondan sonra optimum pH’da 50°C’ye kadar
tamamen kararli iken, 50°C’nin flizerine ¢iktiginda hizli bir sekilde aktivitenin
distiigii ve 60°C’de kalan aktivitenin %20°den daha da az oldugu goriilmiistiir.

Ling ve ark. (2009), Bacillus cereus HI1.5 susundan elde ettikleri
pullulanazin optimum sicakligini 55°C bulmuslar; 30 dakika inkiibasyondan sonra
enzimin 40°C’ye kadar kararli kaldigi, 50°C’den sonra hizla diistiigii ve 60°C’de
aktivitesinin tamamimi kaybettigini belirlemislerdir. Ayni islemi Ca* varhiginda
tekrarladiklarinda aktivitenin 50°C’ye kadar kararl kaldigi ve 60°C’nin iizerinde
aktivitesinin yaklasik %30 unu kaybettigini gézlemislerdir.

Soma ve ark. (2011), termofilik ve anaerobik Clostridium
thermosulfurogenes SVMI17 susundan izole ettikleri pullulanazin optimum

sicakligini 70°C olarak belirlemisler ve pullulanazin 70°C’de 2 saat boyunca
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kararli kaldigini, 80°C ve 90°C’de 2 saatten sonra kalan aktivitenin sirastyla %84
ve %82; 100°C’de inkiibe edildiginde ise %65 oldugunu bulmuslardir.

Wei ve ark. (2014), Bacillus cereus’tan ekspresyonla elde ettikleri
rekombinant pullulanazin optimum sicakligini 40°C bulmuslardir. 60 dakikalik
inkiibasyondan sonra 20°C-40°C arasinda aktivitesinin %80’den fazlasim1 korumus
ve en ylksek kararliliga 35°C’de ulasmustir. 50°C’nin iizerinde ise pullulanaz
aktivitesi ¢ok azalmig; 70°C’de biiyiik oranda inaktif olmustur.

Orhan ve ark. (2014), fungus Hypocrea jecorina kullanarak iirettikleri
pullulanazin, farkli substratlar kullanarak optimum sicakligini arastirmislardir.
Substrat olarak pullulan kullanildiginda optimum sicaklik 45°C, amilopektin
kullanildiginda 65°C, nisasta kullanildiginda 45°C olarak bulunmustur. Sicakligin
kararliliga olan etkisi incelendiginde ise, enzimin 30 dakikalik inkiibasyonda 40°C-
70°C arasinda kararli oldugu; kalan aktivitenin 30°C ve 20°C’de sirasiyla %84 ve
%75 oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte, ayni inkiibasyon siiresinde, 10°C ve
80°C’de enzim aktivitesinin yaklasik %33’iini, 90°C ve 100°C’de ise %43 lnii
kaybetmistir.

Elleuche ve ark. (2015), Shewanella arctica’dan turettikleri rekombinant
pullulanazin optimum sicakligim1 35°C bulmuslar; enzimin 40°C’de 30 dakika
inkiibasyondan sonra aktivitesinin tamamen kayboldugunu, 20°C’de ise 6 saat
boyunca kararli kaldigini belirlemislerdir.

Qiao ve ark. (2015), Exiguobacterium acetylicum’dan elde ettikleri
pullulanazla yaptiklar1 c¢alismada, pullulanazin optimum sicakligin1  50°C
bulmuslardir. Sicakliktaki kararliligi test ettiklerinde; enzimin 50°C’ye kadar
aktivite kaybetmedigini, 50°C-70°C arasinda hizli sekilde bir aktivite kaybi

gostererek 90°C’de aktivitesinin %80’ini kaybettigini gézlemlemislerdir.

4.17. Metal iyonlarinin Pullulanaz Aktivitesi Uzerine Etkisi
Metal iyonlarinin pullulanaz aktivitesi iizerine etkisini saptamak amaciyla

enzim preparasyonuna son konsantrasyon 1 ve 5 mM olacak sekilde Co*?, Na*,
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Mg*, Ca*, Cu*?, Zn*™>, Mn*? ve Fe** iyonlar1 eklenmis, standart pullulanaz aktivite
tayini yapilmis ve sonuglar Sekil 4.17’deki grafikte gosterilmistir. 5 mM Ca*? ve 1
mM Mn**’1n enzim aktivitesi iizerine herhangi bir etkisi olmamustir. 1 mM Ca** ve
5 mM Mn** varliginda ise enzim aktivitesinin sirasiyla %105 ve %109 oldugu
goriilmiistiir. Calismada kullanilan diger iyonlar enzim aktivitesini inhibe
etmislerdir. 5 mM Zn** ve Fe**nin her iki konsantrasyonunda da enzim giiclii bir
sekilde inhibe olmustur. 5 mM Zn** varliginda %93 ve 5 mM Fe™ varliginda %89
aktivite kayb1 goriilmiistiir. Sirastyla 1 mM ve 5 mM Co™ kullanildiginda enzim
%56 ve %58; Na’da %48 ve %47; Mg™>’da %71 ve %86; Cu™>’da %59 ve %56

aktivite gostermistir.
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Sekil 4.18. Metal iyonlarinin Pullulanaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

4.18. Diger Kimyasallarin Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

SDS, EDTA, Tween 20, Tween 80, Triton X-100 ve iirenin enzim
aktivitesine etkisi arastirtlmistir. Bu amacla son konsantrasyon; iire i¢in 4-6 mM,
diger kimyasallar i¢in %1-5 olacak sekilde enzim karisimina eklenmis ve standart

pullulanaz aktivite tayini yapilmistir. Kontrol i¢in enzime hicbir kimyasal
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eklenmeden aktivite bakilmig ve okunan absorbans 100 kabul edilmistir. Sonuglar
Sekil 4.18°deki grafikte gosterilmistir. %1 Tween 80 ve %5 SDS kullanildiginda
kalan enzim aktiviteleri sirasiyla %7, %10 olarak belirlenmis ve 6nemli diizeyde
aktivite kayb1 gozlenmistir. 4 M ve 6 M iire kullanildiginda kalan enzim aktivitesi
sirastyla %21 ve %18 olarak belirlenmis, iire, konsantrasyon artisina bagl olarak
aktiviteyi olumsuz yonde etkilemistir. %1 ve %5 EDTA kullanildiginda enzim
aktivitesi sirastyla %17-%20; Tween 20’de %31-%23; Tween 80’de %7-%25;
Triton X-100°de ise %21-%]15 olarak belirlenmistir. Test edilen tiim kimyasallar
pullulanolitik aktiviteyi 6nemli Olciide inhibe etmistir. Bu arastirmada iiretilen
enzimin test edilen kimyasallarin bulunacagi proseslerde kullanilmasi uygun

olmayacaktir.

35

w
o

N
(6]

21

m %1
o %5
0 I

Ure (4-6M) SDS EDTA Tween 20 Tween 80 Triton X100
inhibitorler (%)

Bagil Aktivite (%)
[ N
(6] o

=
o

2]

Sekil 4.19. Diger kimyasallarin pullulanaz aktivitesi iizerine etkisi

Riidiger ve ark. (1995), tirettikleri Pyrococcus woesei pullulanazina 1, 3 ve
5 mM konsantrasyonlardaki ¢esitli metal iyonlarinin etkisini arastirmislardir. 3 mM

Ca™ %270 diizeyinde aktivite artigma neden olmustur. I mM Mn** %26, 1 mM
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Mg %28 ve 1 mM Co** %35 aktivite artis1 saglarken; Ni*?, Zn**, Cu**, Fe** ve
Cr*? iyonlar1 enzimi giiglii bir sekilde inhibe etmislerdir. Enzimi 5 mM SDS ve 6 M
iireyle inkiibe ettiklerinde sirasiyla %87 ve %50 aktivite diisiisii goriiliirken %1
Triton X-100 kullanildiginda %202 aktivite goriilmiistiir.

Duffner ve ark. (2000), Desulfurococcus mucosus’tan rekombinant olarak
elde ettikleri pullulanazda metal iyonlarimin etkisini arastirmuslar, Zn*>, Fe*>, Cu*
kullamldiginda sirastyla %51, %60 ve %0 aktivite gormiisken Ca™ ve Mn**’nin
pullulanaza herhangi bir etkisi olmadigini saptamislardir. %1 Triton X-100’{in
enzime herhangi bir etkisi olmazken 1 mM SDS enzimi tamamen inhibe etmistir. 4
mM ve 6 mM ire varhiginda sirasiyla %81 ve %63 aktivite kaldigim
bildirmiglerdir.

Kunamneni ve ark. (2006), Bacillus sp. pullulanazi ile yaptiklar1 ¢aligmada,
Ca™ ve Mn" enzimin aktivitesini artirmus; Fe*>, Mg™, Ba*, K*, Na* ve Zn** ve
EDTA aktiviteyi etkilememistir. Cu™ %30 aktivite kaybina neden olurken, Hg**
enzimi tamamen inhibe etmistir.

Ghollasi ve ark. (2008), Bacillus sp. pullulanazina %2 ve %5
konsantrasyonlardaki metal iyonlariyla muamele etmislerdir. 2 mM ve 5 mM Co™
varhginda sirasiyla  %120-%126; Ni*?  kullamldiginda  %68-%60; Mn*
kullamldiginda %137-%109; Ba** kullanildiginda %106-%79; Cu** kullanildiginda
%11-%5, Ca*™ kullanildiginda %115-%112; Mg** kullanildiginda ise %113-%110
aktivite gostermistir.

Guan ve ark. (2013) tarafindan Thermococcus kodakarensis’ten iiretilen
pullulanaz iizerinde 5 mM Ca*, Mg** ve Ba**’nin herhangi bir etkisi olmamustur.
Mn**, Ni*? ve Co™ varliginda yaklasik %60 oraninda aktivite kaybi gézlenirken
Zn**, Cu™ ve Fe™ ve EDTA enzimi tamamen inhibe etmistir. 3 M ve 6 M iire
varliginda sirastyla %30 ve %38 aktivite kaybi; %2, %4, %6, %8 SDS varliginda
sirastyla %34, %45, %54 ve %61; Tween-20 varliginda %34, %0, %62 ve %63;

Triton X-100 varliginda %59, %62, %64 ve %70 aktivite kayb1 gorilmiistiir.
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Qiao ve ark. (2015) tarafindan Exiguobacterium acetylicum’den elde
ettikleri pullulanazda, 5 mM Co*?, Fe** ve Mn*’ varliginda sirasiyla %98, %21 ve
%35 aktivite artis1 goriiliirken, Na*?, Ca*, Ni*?, Zn*™%, K* aktiviteyi etkilememis;
Tris ve Mg* ise yaklasik %10 inhibisyon saglanustir. Cu™, SDS, EDTA ve p-

merkaptoetanol varliginda %30’un iizerinde aktivite kayb1 goriilmistiir.

4.19. SDS-PAGE Analizine Ait Bulgular

Fontibacillus pullulanilyticus DSHK107" susundan iretilen ve Et-OH
presipitasyonu ile kismi saflagtirilmis pullulanaz enzimi %12’lik SDS-PAGE
jelinde analiz edilmistir ve boyama sonrasi jelde 4 adet bant gozlenmis ve bu
protein bantlarinin molekiiler agirliklar1 yaklasik olarak 160, 124, 34, 23 kDa
olarak hesaplanmistir (Sekil 4.19).

Protein bantlarinin molekiiler agirliklarinin saptanmasinda kullanilan
standart marker protein olarak Broad Range Markers (sc-2361- 500 UL 200 kDa,
97 kDa, 66 kDa, 44 kDa, 29 kDa, 17 kDa, 14 kDa, 6 kDa) kullanilmustir.
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Sekil 4.20. Pullulanazin SDS-PAGE sonucu

17 kDa
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Roy ve ark. (2003), Bacillus sp.’den izole ettikleri pullulanazin molekiiler
agirhigini 95 kDa; Ling ve ark. (2009), Bacillus cereus’tan trettikleri pullulanazin
molekiiller agirhgm 93 kDa; Zareian ve ark., (2010) Geobacillus
stearothermophilus’tan saflastirdiklar1 pullulanazinkini yaklasik olarak 100 kDa;
Kunamneni ve ark. (2006), Bacillus sp.’den izole ettikleri pullulanazinkini 106
kDa; Vishnu ve ark. (2006), Lactobacillus amylophilus pullulanazininkini 90 kDa;
Malakar ve ark. (2012), streptokok pullulanazinkini 98 kDa; Orhan ve ark. (2014),
Hypocrea jecorina’dan elde ettikleri pullulanazinkini 130,56 kDa; Rajaei ve ark.
(2015), Exiguobacterium sp.’den saflastirdiklar1 pullulanazinkini 110 kDa; Shehata
ve ark. (2016), beyaz mantarlardan elde ettikleri pullulanazinkini 112 kDa ve Lu ve
ark. (2018), Bacillus pseudofirmus’tan izole ettikleri pullulanazin molekiiler

agirligini yaklasik 87 kDa olarak saptamislardir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu calismada; gida endiistrisinde nigastanin sakkarifikasyonu, maltoz ve
fruktoz surubu iretimi, firincilik, siklodekstrin iiretimi ve deterjan tiretiminde katki
maddesi olarak kullanilan pullulanaz, dogal izolat olan Fontibacillus
pullulanilyticus DSHK107" susundan iiretilerek enzimin karakterizasyonu

yapilmistir.

5.1. Sonuclar
5.1.1. Bakteri izolasyonu ve Tanilanmasi

Cukurova Ttniversitesi kampiis topragi, c¢imlenmis bugday, ciiriitiilmiis
patates ile hazirlanan ortamdan gram pozitif, sporlu bakteriler izole edilerek,
mikroskobik, biyokimyasal ve fizylojik ozelliklerine gdre Bacillus sp. olarak
tanilanan 110 bakteri susu nisastali agar ve pullulanli agarda test edilmistir.
Nigastali agarda en yiiksek aktivite gosteren 19 sus pullulanolitik aktivite
bakimindan test edilmis ve 14 susun pullulani hidroliz ettigi saptanmustir.
DSHKS55, DSHK65 ve DSHK107 en yiiksek pullulanolitik aktivite gostermis,
pullulanaz iiretimi icin DSHK 107 (DS: Damla Sihay, HK: Hatice Korkmaz) tercih
edilmistir.

DSHK107 izolatinin; gram negatif, hareketli, oksidaz ve katalaz pozitif,
cubuk seklinde, 20°C-42°C’de (optimum sicaklik: 30°C) ve pH 6,0-9,0’da
(optimum pH: 7,0) tireme, 16S rRNA ve yag asiti analizlerine gore Fontibacillus
cinsine ait yeni bir tlir oldugu saptanmistir. Bu yeni izolat -Tip tiir (type tiir)-
tarafimizca pullulanilyticus olarak isimlendirilmis ve filogenetik agacta
Fontibacillus pullulanilyticus DSHK107" olarak yerini almistir
(GenBank/EMBL/DDBJ 16S rRNA gen sekansi i¢in kayit numarasi, sus:
Fontibacillus  pullulanilyticus DSHK107" (=NCCB100560'=DSM 100116")
KP899807). Fontibacillus’un yeni bir tiirli olan bu dogal izolat; Journal of Basic
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Microbiology dergisinde “Fontibacillus pullulanilyticus sp.nov. isolated from soil”
isimli makale olarak yayimlanmistir (2016, 56:857-863).

Bu aragtirmada kullanilan bakterinin yeni bir tiir olarak tanilanmis olmasi
bu calismanin en 6nemli sonuglarindan biridir.

Enzimin iiretilmesi ve karakterizasyonundan once {iretim kosullarmin

optimizasyonu gerceklestirilmistir.

5.1.2. Enzim Uretim Kosullarimin Optimizasyonu

Stvi besiyerinde enzim iiretimine pH ve sicakligin etkisi aragtirilmus,
optimum iiretimin pH 8,0’de, 30°C’de gerceklestigi saptanmustir.

Karbon kaynaklar1 ve konsantrasyonlarmin etkinligi test edilmis; %l
¢Oziinebilir nisastanin enzim iiretiminde en etkili oldugu belirlenmistir.

Organik ve inorganik azot kaynaklariin enzim tiretimine etkisi arastirtlmig
ve mayanin en iyi azot kaynagi oldugu belirlenmistir. Mayanin konsantrasyonunun
etkinligi test edildiginde %0,3’liikk konsantrasyonun en basarili oldugu saptanmistir.

Temel besiyerine ilave edilen tuzlarin %0,1°lik konsantrasyonlarinin enzim
iiretimine etkinligi test edildiginde MnCl, ve K,HPO,’iin en etkili tuzlar oldugu
ortaya konmustur.

Bakteri miktar1 (inokiiliim miktar1) ile ilgili denemelerde, besiyerine %3
(0.D.600=0,5) taze kiiltiir agilandiginda en yiiksek enzim verimi saglanmustir.

Enzim iretiminde calkalama hizinin etkinligi test edilmis ve 200 d/dk
calkalama hizinin en iyi sonug verdigi goriilmiistiir.

Inkiibasyon i¢in en uygun siirenin 44 saat oldugu saptanmustir.

5.1.3. Enzimin Karakterizasyonu
DSHK107" Fontibacillus pullulanilyticus sp.nov susu bu ¢alismada enzim
iireticisi olarak kullanilmis ve endiistriyel kullanima dnerilmek iizere enzimin en

yiiksek aktivite gosterecegi kosullar belirlenmistir.
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Enzim aktivitesi ve kararlig1 iizerine pH’nin etkisi arastirilmis ve pH 6,0°da
en yiksek aktivite saptanirken, pH 4,0-8,0 araliginda enzimin kararliligim
korudugu bulunmustur.

Sicakligin enzim aktivitesi ve kararliligina etkisi test edilmis, optimum
sicaklik 40°C olmasmna ragmen 35°C, 45°C’lerde %90 iizerinde aktivite
saptanmistir. Enzim endiistriyel iiretimlerde veya siireglerde 35-45°C araliklarda
yiiksek verimlilikte kullanilabilecek o6zelliktedir. Ayrica 30°C ve 50°C’lerde 30
dakika bekletildiginde kararliligin1 %90’ 1n {izerinde korumustur.

Metal iyonlari, iire, EDTA ve deterjanlarin pullulanolitik aktivite {izerine
etkisi arastirilmig, CaCl, ve MnCl,’iin aktiviteyi arttirdigi, ZnCl, ve FeSO,’1n ve
iire, EDTA ile test edilen deterjanlarin aktiviteyi onemli diizeyde inhibe ettigi
gbzlenmistir.

Ayrica, bu galigmada iiretilen enzim bir proje kapsaminda Florisil® ve
nano-silika {izerinde immobilize edilmis ve sonuclar Appl Biochem Biotechnol
(DOI 10.1007/s12010-016-2063-2) dergisinde “Covalent Immobilization and
Characterization of a Novel Pullulanase from Fontibacillus sp. Strain DSHK107
onto Florisil® and Nano-silica for Pullulan Hydrolysis” isimli makale olarak
yayimlanmistir (2016).

Bu yiiksek lisans tezi ile elde edilen veriler, SCI indekslerince taranan iki
[Appl Biochem Biotechnol (IF: 2,140) Journal of Basic Microbiology (IF: 1,76)]

farkli dergide makale olarak yayimlanmistir.

5.2. Oneriler

Bu calismadan elde edilen sonucglar, mikrobiyal enzim/metabolit/cesitli
proteinlerin iiretimi amaciyla kullanilacak mikroorganizmalar1 (bakteri, kiif) yurt
disindaki taninmig kiiltiir koleksiyonlarindan almak yerine dogal izolatlar ile
calisilmast gercegini bir kez daha kanitlar niteliktedir. Ciinkii {ilkemizdeki
mikroorganizma biyo c¢esitliligi bir zenginliktir ve yeni cins/tiirlerin tanilanmasi

icin 6nemli bir yaklasimdir. Giincel molekiiler biyolojinin sundugu gen aktarim
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teknikleri ile rekombinant suglar iretilebilir, dogal ve rekombinant milli
mikroorganizma kiiltiir koleksiyonlar1 olusturulabilir.

DSHK107"  Fontibacillus pullulanilyticus sp.nov susundan iiretilecek
pullulanaz enzimi endiistiyel uygulamalarda kullanilmak {izere sanayiciler ile is
birlikleri yapilabilir ve KOSGEB, TUBITAK projeleri ile etkin kullanim olanaklari

arastirilabilir.
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