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OZET

Giiniimiizde, 100’den fazla enzim ¢esitli endistri dallainda kullanidmaktadir. Tekstil
endiistrisinde de kumasa dokuma esnasinda dayamklilik vermesi amac: ile dokuma igleminden
once hagil maddelerinin kullamlmalan gerekli bir prosestir. Hagil maddesi olarak kullanilan
nigastayl, kumagtan uzaklagtirabilecek kimyasal materyallerin kumas ve g¢evre igin zararh
olmalan, tretici firmalan alternatif hagil sokiicii materyaller bulmaya itmistir. Alternatif hagil
sokiicii bu materyaller ise, farkli kaynakli ve ozellikteki a-amilaz enzimleridir. Bu galigmada,
bugday nigastas: enzimatik hidroliz iglemine tabi tutulmugtur. Biyokatalitik bir reaksiyon olan bu
hidroliz reaksiyonu modiiler bir biyoreaktor sisteminde gergeklestirilmistir. pH, sicaklik, enzim
miktan, viskozite, karigtirici hizi, hidrolizat ilavesi ve zamana karsihik, hidroliz derecesinin ve o~
amilaz enziminin aktivitesinin degigsimi incelenmigtir. Dolayis1 ile maksimum verim
saglanabilmesi amaci ile proses parametreleri optimize edilmigtir. Analizler spektrofotometrik
yontemle yapilmistir. Ayrica enzim aktivitesi ve nigasta konsantrasyonuna ait elde edilen
deneysel veriler kullanilarak matematiksel modeller kurulmugtur. 60°C sicaklik, 300 rpm
kangtiric1 uzi ve pH 6.5 olarak belirlenen optimum proses sartlarinda 2.5 ml/l enzim ilavesi ile
yapilan hidroliz iglemi sonunda, o~amilaz enziminin aktivitesini %48.01 kaybettigi ve bugday
nigastasinin hidroliz derecesinin %39.82 oldugu bulunmusgtur.



ABSTRACT

Nowadays, over one hundred enzymes are used by different industry. In the textile industry,
using size materials is a necessary process before weaving for being strengthened threads during
weaving. Chemical materials, which are able to remove starch sizes from textiles, are harmfull
for fabrics and environment so it forced the manufacturer to find alternative desizing materials.
These alternative desizing materials are a-amylase enzymes which have been produced from
different sources and have different properties. In this study, wheat starch is used for the
enzymatic hydrolysis. This hydrolysis reaction which is a biocatalytic reaction was performed in
a modular bioreactor system. The degree of hydrolysis (%) and a-amylase activity (%) were
investigated versus pH, temperature, viscosity, amount of enzyme solution added, stirred rate,
amount of hydrolysate added and time. The process parameters were optimized for obtaining
maximum efficiency. Analyses were made by spectrofotometric method. The mathematical
models are also derived by using the experimental data of both enzyme activity and starch
concentration. The optimum conditions have been determined as temperature 60°C, stirred rate
300 rpm and pH 6.5. After hydrolysis of wheat starch by addition of 2.5 ml/l enzyme solution in
determined conditions, a-amylase enzyme has lost its activity 48.01 % and the hydrolysis degree
of wheat starch have been found as 39.82 %.



1. GIRiS

Biyoteknolojinin son 20 yildir yagantimiz igerisine girmesi endiistriyel alanda bir ¢ok avantajlar
saglamgtir. Biyoteknolojik proseslerde kullamilan tekniklerin, endustriyel tekniklerden daha

ekonomik ve giivenilir olmalari ise en bityiik 6zelliklerindendir.

Giiniimiizde ¢evre ve insan saghifiin 6n plana ¢ikmasi, biyolojik katalizorler olarak adlandirilan
enzimlerin kullammini arttirmaktadir. Kimyasal katalizorlerden daha etkili olmalari, biyolojik
olarak pargalanmalari ve dugik maliyetli prosesler gerektirmeleri, kullanic1 igin biyik 6nem
arzetmektedir. Tiirkiye ekonomisinde 6nemli bir yeri olan tekstil endiistisi de bir ¢ok uygulamada
enzimleri tercih etmektedir. Bu uygulamalarin baglicalan soyledir:

- Hagil sokme

- Peroksit kasan

- Denim (tag) yikama

- Tiy giderme

- Indigo agartma

- Ham ipek agartiimasi

- Atk su artimi

Enzimatik reaksiyonlar ile pamuklu dokumalarda kalitenin yiikseltilmesiyle yumusaklifin
arttinlmas1 ve piriizsiiz, diizgiin bir dokuma yiizeyi elde edilmesinin yamsira, enerji tasarrufu,
kolay uygulanabilirlik, tehlikeli kimyasallarin kullanilmasina gerek kalinmamasi, ¢ikan uriinlerin
dogada kolay parcalanabilir ve tehlikesiz olmasi enzimlerin tercih edilmelerinin baglica

sebeplerindendir.

Hagil sékme prosesinde, nigastayr suda ¢oziiniir hale getiren o-amilaz enzimi, nigasta
makromolekiillerini pargalarken selilloz ve diger liflere hig bir sekilde zarar vermediginden en
giivenli hagil s6kme maddesidir (Oltulu vd., 1999).

Enzimlerin bu kadar avantajli olarak kullanilabilirlikleri bazi faktorlere baghdir. Ozellikle
kullamcilarin enzimler hakkinda bilingli ve egitimli olmalar gerekmektedir. Ornegin; enzimlerin
depolama sartlarina dikkat edilmesi, asiri sicaklik ve donmalara karg1 korunmalar1 gerekmektedir.



2
Enzim uretim ve saflagtirma yéntemlerinin yanisira, her enzim igin farkh olan optimum ¢aliyma
sartlan belirlenmelidir.

Bu ¢alismada éncelikle Bolim 2’de Enzimler baghf: altinda enzimler hakkinda genel bilgi
verilmekte, Bolim 3’de kullamlan a-amilaz enziminin yapis1 ile endustriyel uygulamalar
anlatilmakta, Bolim 4’de ise nigasta ve yapisindan bahsedilmektedir. Deneysel ¢aligma
hakkindaki bilgiler ise Boliim 5°de Materyal ve Yontemler baghg: altinda kullamlan maddeler,
cihazlar ve tayin yontemleri ile Boliim 6°da Aragtrma Bulgulan baghg: altinda yer almaktadir.
Aynica daha once yapilan galigmalardan elde edilen denklemler temel ahinarak hidroliz iglemi
sonucunda elde edilen deneysel veriler kullamlarak matematiksel modeller kurulmustur. Bolim

7’de ise deneysel ¢aligmalardan elde edilen sonuglar 6zetlenmektedir.



2. ENZIMLER
2.1 Enzim Nedir?

Canhilarin metabolizma siireglerindeki biyokimyasal tepkimelerin gerceklesebilmesi igin, her biri

belirli tip bir tepkimede katalizor iglevi goren karmagik yapili proteinlerdir.

Yagamin devam etmesi i¢in enzimlerin varlig: gereklidir. Hayvan, bitki ve mikroorganizmalarin
hiicrelerinde gergeklesen karmagik ve birbirleriyle baglantili kimyasal tepkimelerin hemen hepsi
enzimlerce denetlenir. Ureme, sindirim ve solunum siireglerinden gorme olayimna kadar pek gok
islevin yerine getirilmesinde rol oynayan enzimler biitiin canh hiicrelerde butunur. Her enzim tek
bir kimyasal tepkime tiiriine 6zgii oldugu igin, canlt karmagiklagtikca hiicredeki enzim sayis1 da
artar. Ornegin; ortalama biryiikliikteki bir memeli hiicresinde 3000 kadar enzim bulunur. Baz
enzimler viicudun biitiin hiicrelerinde, bazilar1 yalmzca belirli hiicrelerde bulunur, bir bokimide

ancak gerektigi zaman uretilir.
2.2 Enzimlerin Kimyasal Yapisi ve Ozellikleri

20. yiizythin baslarina kadar enzimlerin kimyasal yapis1 hakkinda ¢ok az gey biliniyordu.
Kristallestirilen ve protein yapisinda oldugu belirlenen ilk enzim 1926 yilinda iireaz olmustur. Bir -
kag yil iginde, pepsin, tripsin ve kimotrpsin gibi sindirim enzimlerinin protein yapisi da

kamitlannugtir.

Bitiin proteinler gibi enzimlerde aminoasit zincirlerinden olusan biyiik molekillerdir. Tek bir
aminoasit zincirinden olusan baz1 enzimler disinda, hemen hepsinin molekiiliinde iki, dort yada
alts zincir bulunur. Alt birim denen bu zincirlerin sayis1 baz1 dev molekiillii enzimlerde 60’a
kadar ¢ikabilir. Enzimlerin bir kism: yalmizca proteinlerden olugtugu halde, birgogunda protein
yapisindaki bilesenin yanisira demir, bakir yada magnezyum gibi bir metal iyonu yada koenzim
denen ve protein yapisinda olmayan organik bir molekiil bulunur. Bu tamamlayici bilegen ya
metal iyonlarinda oldugu gibi enzimin katalizleyici etkisini artirir, yada koenzimlerde oldugu gibi
enzimle birlikte tepkimeye katilir.



2.3 Enzimlerin Etki Mekanizmasi

Her enzimin katalizleyici etkisi yalmzca bir tip tepkimeye ve yalmzca belirli tirden maddelere
ozghdir. Enzimin etki ettigi bu maddeye ise substrat denir (Cetin, 1983).

Enzimlerin molekiil aZirlig milyonlar, substratin ise genellikle yiizler basamaginda oldugundan,
bu iki molekiil karsilastifinda enzimin ancak bir boliimii substrata rastlar; iki bilegigin birbirine
temas ettigi bu bolgeye aktif bolge denir. Bir enzimin tamtici ozellikleri, o enzimin aktif
bolgesinin yapisindan, dolayistyla hangi tip substrata etki edebilecegini belirleyen aminoasit
dizilisinden kaynaklanir. Bir enzim, kargilastif1 substrat: fiziksel yada kimyasal kuvvetlerle aktif
bolgesine dopru ¢eker, bitiin katalizorler gibi kimyasal tepkimeyi baslatir, ama kendisi
tepkimeye katilmaz. Olugan tepkime iiriinlerini hemen yiizeyinden uzaklagtirir. Enzim
tepkimelerinin gofunda, enzim ile substrat arasinda kimyasal bag kuran bir ara Giriiniin olusmasi
gerekir, Kararsiz olan bu madde hizla pargalanarak tepkime trtinlerini olpstururken, enzim diger
substrat molekiillerini etkilemek tizere serbest kalir. Enzimin aktif bolgesindeki amino asitlerin
ii¢ boyutlu yapisimn, kimyasal ve fiziksel ozelliklerinin, bu bolgeye dogru gekilen substratin
enzime uygun olup olmadigim, enzimin aktif bolgesine tam yerlesip yerlesemeyecegini
belirledikleri samlmaktadir. Enzimin yalnizca belirli tipden substratlara o6zgii olmasinin
“ Anahtar-Kilit modeli’” gibi oldugu Alman kimyacts: Emil Fisher tarafindan savunulmustur.
Cekim giicii az olan bir molekiil aktif bolgeye tam uymayacak, dolayistyle enzimle tepkimeye

giremeyecektir.

Sekil 2.1 Anahtar-Kilit modeline gore enzimin etki mekanizmasi



2.4 Enzimlerin Siniflandirilmas:

Pepsin, tripsin, trombin gibi birka¢ enzim diginda, biitiin enzimlerin ad:1 ““-az’” son ekiyle
biter. Eskiden bu son ek, enzimin etkidifi substratin tiriinii gosteren bir koke eklenirdi;
ginimiizde ise enzimlerin sistematik simflandinimasinda ve adlandiriimasinda,
katalizledikleri tepkime tipi temel alimir. Bu sistemde enzimler, 6zgiin tepkimelerine gore alti
ana grub seklinde simflandiriimagtir:

a) Oksirediiktazlar: Indirgenme ve yiikseltgenmeyi saglayan enzimlerdir. (Ornegin,
katekolaz, katalaz, dehidrojenaz vb.)

b) Transferazlar: Amin gruplarmin transferini yapan enzimlerdir. (Omegin, glikokinaz,
fosforilaz, dekarboksilaz vb.)

¢) Hidrolazlar: Hidrolizlemeyi katalizleyen enzimlerdir.
e Proteazlar (pepsin, tripsin, kimotripsin)
o Esterazlar ve Lipazlar (pektin esteraz, pankreatik lipaz)
¢ Karbohidrazlar (laktaz, sakkaraz, o-amilaz, seliilaz)
o Fosfatazlar (lesitinaz-c)
e Amidazlar (iireaz)

d) Liyazlar: Kiigiik molekiillerin pargalanmasim saflayan enzimlerdir. (Ornegin, aldolaz vb.)

e) izomerazlar: Gruplarin yerini degistirerek izomerizasyon yapan enzimlerdir. (Omegin,

glikoz izomeraz, mutarotaz vb.)

f) Ligazlar: Enerji kullanarak molekilleri birbirine baglayan enzimlerdir. (Ornegin,

amidsintetaz)
2.5. Enzim Uretim Yéntemleri

Bitkisel, hayvansal ve mikroorganizmalardan elde edilen enzimler hiicrede bulunduklan yere
gore de ikiye ayriimaktadir.
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e Hiicre disi enzimler: Hicreler tarafindan disar1 salgilanan enzimlerdir. Elde edilisleri

kolay oldugundan endiistride kullamim alanlari daha yaygindir. leri saflagtirma iglemleri

gerektirmediklerinden daha ekonomiktirler.

e Hiicre ici enzimler: Hiicre yapilarina sikica bagh olan ve digar: salgilanmayan enzimlerdir.
Elde edilmeleri ve saflagtinlmalan igin ek prosesler, 6rnegin; hiicre zarmin pargalanmasi

i¢in kimyasal yada mekaniksel iglemler gerektirirler.
Mikroorganizma kaynakli enzimlerin elde edilmesinde iki yontem kullanmilmaktadir:

e Kati besi ortamnda kiiltiirleme: Bugday kepegi, tampon maddeler ve gerekli besin
maddeleri su ile bulamag haline getirildikten sonra derinligi az geniy tavalara yerlegtirilir.
Ast tankindan almnan kiltir mikroorganizmalar bu besiyeri tizerine ekilir. Odalara hava
gonderilerek isleme belli bir sire devam edilir Ureme sonunda istenilen
mikroorganizmanin bulundugu karigim bir tampon ¢6zelti ile ekstrakte edilir. Filtrasyon ile
kati partikiillerinden ayrilan enzim ¢ozeltisi konsantrasyonu artirildikdan sonra sivi halde
yada kuru enzim haline getirilerek igerisine koruyucu maddeler ilave edilerek saklanr.

¢ Sivi ortamda derin kiiltiirleme: Mikroorganizmalar a1 tankindan 20-250 m3 hacmindeki
biyoreaktore glikozlu besin maddesi ve diger yardimc: maddeler katilarak bavali ortamda
tiremeye birakilir. Ureyen mikroorganizmalarnin salgiladifi enzimler ¢ozeltiye geger.
Cozeltideki enzim gesitli ¢oktirme ve saflagtirma yontemlerinden gegirilerek kuru halde
saklanir (Cetin, 1983).

2.6 Enzimlerin Uygulama Alanlar

Teknolojinin geligmesi ve gevre duyarhihmnin artmastyla enzimlerin endistride kullamm
alanlann hizli bir gekilde artmaktadir (Sekil 2.2). Kimyasal katalizérlere gore katalizleme
giiclerinin fazla olmasi ve enzimatik reaksiyonlarin kimyasal reaksiyonlar gibi yiksek
sicaklhik ve basing gerektirmediginden ekonomik ve pratik olmalan ise diger bir avantajlaridar.
Cesitli sanayi dallarinda kullamlan enzimler $ekil 2.3°de ayrica verilmigtir.
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Sekil 2.2 Diinyada 1995 yili itibariyle enzimlerin en ¢ok kullamldig: sanayi dallar
(Mountain vd., 1999)

Pektinaz Glikoz

Sekil 2.3 Diinyada 1995 yili itibariyle en gok kullamlan enzimler (Mountain vd., 1999)
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3. a-AMILAZ ENZiMi ve OZELLIKLERi

3.1 Amilaz Enzimleri

Amilaz enzimleri, hidrolazlar grubunda, glikozidik baglarimi pargalayan karbohidrazlar alt
grubunun uyeleridir. Polisakkaridazlar olarak da adlandirilirlar. Amiloz, amilopektin, glikojen
ve maltooligasakkaridlerdeki a-(1,3), (1,4), (1,6) glikozidik baglarim hidrolizleyen genis bir
ailedir. Onemli bir polisakkarit olan nigastay: pargalarlar (Moseley ve Keay, 1970). En yaygm
olarak kullamlan ii¢ tip amilaz enzimi vardir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1 Amilaz Enzimleri

Adh Smif numarasa Sistematik adh

o-~Amilaz EC3.21.1 a-1,4-glukan 4-glukanohidrolaz

B-Amilaz EC3212 0-1,4-glukan maltohidrolaz

Gliko amilaz EC32.13 o-1,4-glukan glukohidrolaz
3.1.1 a-Amilaz

o—Amilaz birgok hayvan ve bitki tiriinii olarak dogaya oldukga genis bir sekilde yayilmagtir.
o-Konfigirasyonlu oligasakkarid tureten tipik bir hidrolazdir. a—(1,4) glikozidik baglarim
hidrolizler. a-(1,6) glikozidik baglarina etki edememesine ragmen kiigiik dallanmug iriinler
uretir. Reaksiyon yavag olup maltoz, maltotrioz, glikoz ve bazi oligomerik dekstrinler
olugturur (Suzuki vd., 1989, Violet ve Meunier, 1989, Dordick, 1991).

3.1.2 p-Amilaz

Mayalardan, kiiflerden, bakterilerden ve bitkilerin 6zellikle tohumlarindan elde -edilir.
Nigastamin indirgenmeyen molekiillerine etki eder. a-Amilaz gibi o—(1,4) baglarim
hidrolizler. Son iiriin olarak maltoz ve B-limit dekstrinler olugturur.

3.1.3 Gliko Amilaz

Diger amilazlardan farkh olarak o - (1,3) ve a-(1,6) glikozidik baglarim da hidrolizler.
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Nisastadan, glikoz monomerleri olustursa da, bunun i¢in diger amilazlarin varhgina ihtiyaci

vardir. Ozellikle saf glikoz istenildigi durumlar igin gliko amilaz ve a-amilaz ardigik islem
olarak kullanilir (Roehr, 1996).

3.2 a-Amilazin Kimyasal Yapisi
o—Amilazin fizikokimyasal ozellikleri ve etki mekanizmast enzimin uretildii kaynaga gore
degisiklik gosterir (Whistler vd., 1964). o-Amilaz enziminin icerdifi aminoasitler ve

aminoasit kompozisyonu (Wiseman 1979), Cizelge 3.2’de verilmistir.

Cizelge 3.2 a-Amilaz enziminin aminoasit kompozisyonu (Wiseman 1979)

Aminoasit adx Mol miktan
(mol aminoasit/mol protein)
Aspartik asit 51
Treonin 21
Serin 33
Glutamik asit 31
Prolin 9
Glisin 26
Alanin 28
Valin 16
Metiyonin 5
Izolosin 19
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Memelilerden ve tahillardan elde edilen o-amilazlar iizerinde  olduk¢a  genis

aragtirmalar yapilmis olmasma ramen bakteri kaynakh a-amilazlar daha gok ticari 6nem
kazanmustir. Endiistriyel boyutta iretilen o-amilazlar birbirinden optimum ¢aligma pH ve
sicaklik aralif, 1s1 stabilitesi ve molekiler afirliklanyla aynlirlar (Tomazic ve Klibanov,
1988; Bealin-Kelly vd., 1991). Cizelge 3.3’de farklt kaynakli o-amilazlarin molekiil
agirliklar1 (Dordick, 1991) verilmistir.

Cizelge 3.3 Farkh kaynakh a-amilazlarin molekiil agirliklan (Dordick, 1991)

Enzim kaynag Molekiiler agirhik (gram/mol)
Malt 59000
Pankreas 45500
Bacillus Licheniformis 22500
Bacillus Acidocaldarius 68000
Bacillus Subtilis 41000
Bacillus Amyloliquefaciens 49000

Endiistride en ¢ok kullanilan a-amilazlar malt, pankreatik, fungal, bakteriyel ve 1siya
dayamkli bakteriyel kaynakli olabilmektedirler. Cizelge 3.4’de ise farkh kaynakh
o-amilazlara ait bazi ozellikler (islem sicaklifi, islem pH’1, inhibitér ve aktivator gibi)
verilmigtir (Godfrey ve Reichelt, 1983).

Cizelge 3.4 Farkli kaynakli a-amilazlarin baz1 6zellikleri (Godfrey ve Reichelt, 1983)

Enzim kaynagy | Islem sicakhgi | Islem pH1 Inhibitér Aktivatér
O

Malt 55-65 4.5-5.5 Metal iyonu Kalsiyum

Pankreatik 40-55 6.5-7.0 Asitler -

Fungal 50-55 4.5-5.5 Metal iyonu Kalsiyum

Bakteriyel 60-75 5.5-7.0 Anyonik yiizey | Kalsiyum
aktif maddeler

Isiya dayanikhs 85-110 5.0-7.5 Anyonik yiizey | Kalsiyum

bakteriyel aktif maddeler
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3.3 a-Amilazm Etki Modeli

Bacillus amyloliquefaciens kaynakli a-amilaz, en ¢ok arastirilan enzimdir. Bu enzim
¢Oziinebilir nigastayl, amilozu, amilopektini ve glikojeni ¢bzer. Amiloz ve amilopektin
hidrolizi baglangigta cokga maltoz, maltotrioz, maltohekzaoz, maltoheptaoz verir. Glikoz ve
maltohexaoz oldukca yavas olusur. Glikojen hidrolizinde en biiyiik ilk iiriin maltohexaoz ve
maltoheptaoz daha sonra glikoz, maltoz ve en ¢ok miktarda bulunan maltohekzaozdur.

Bacillus Licheniformis kaynakli a-amilazi ile nigastanin hidrolizinde baglangigda yiiksek
molekul agirhkh oligosakkaritler, daha sonra maltopentaoz, maltotetraoz, maltotrioz, maltoz
ve glikoz olugur.

Bacillus Steorothermophilus kaynakh a-amilaz, egit miktarda maltoz, maltotrioz, maltotetraoz

ve maltopentaoz olusturur.

Bacillus Coagulans kaynakli a-amilaz oligosakkaritler, maltotetraoz, maltotrioz, maltoz ve
glikoz olusturur.

Diger bir grup hidrolizleyici enzimler ise fungal kaynakli a-amilazlardir. Aspergillus oryzae
kaynakli a-amilaz ticari olarak ginimiizde daha ¢ok kullamlmaktadir (Dordick, 1991).

Reaksiyon iiriinleri maltoz gibi disakkaritlerdir. Gliko amilazla beraber kullanildifinda diger
o-amilazlardan daha ¢ok glikoz tiretir (Wang, 1999).

3.4 a—Amilazin Endiistriyel Uygulamalan

Tall nigastasimn sivilagtiriimasinda kullamlan o-amilazin teknik uygulamasi oldukga
yaygindir, Gida, yakit, tekstil ve deterjan gibi degisiklik gosteren endiistri dallarinda giin
gectikce artan miktarlarda kullaniimaktadir,

o-Amilazin baghca kullanim alanlan ise goyledir (Atkinson ve Mavituna, 1991);,

eHamur viskozitesinin diigiiriilmesi
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sEkmegin yapisinin ve goriiniigiiniin iyilestirilmesi
s Alkollii igecek tretimi

o(Cikolata iiretiminde surup eldesi
eBebek gidalarinin hazirlanmast
eSeker eldesi

eKumaslardan hagil sokme

ePiire ve gorbalarin stvilagtiriimasi
oGlikoz surubu eldesi

eBira uretimi

eDeterjan tiretimi

eDuvar kagidi tiretimi
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4. NISASTA ve YAPISI

Nigasta, biyopolimerlerin 6nemli bir alt simfi olan bir polisakkarittir. Yap1 birimi D-glikoz olup
kapali formiilii (C¢H;0Os). seklindedir. Bitkilerin kok, tohum ve yumrularinda mikroskobik
tanecikler geklinde yer alir. Taneciklerin boyut ve bigimi elde edildifi kaynaga gore degisiklik
gosterir. Bugday, musir, patates ve piring 6nemli kaynaklarindandir. Nigasta, molekiiler agirhi: ve
kimyasal yapis1 farkh iki tip polimerden olugmustur. Nigasta molekiiliiniin %10-20’sini amiloz
adi1 verilen suda ¢oziinen kisim ve %80-90’1m amilopektin olarak bilinen suda ¢oziinmeyen kisim
meydana getirir. Lineer bir polimer olan amiloz, D-glikoz birimine a-(1,4) glikozidik baglanyla

katilmug uzun bir zincirden ibaretdir. Sekil 4.1°de amiloz molekiiliiniin agik formilii verilmistir.
HCHOH H H OH H H CH:0H H
G Ko
H OH H OH H OH
Sekil 4.1 Amiloz molekiilii

Dallanmis polimer olan amilopektin, glikoz biriminin normal zincirine ek olarak o-(1,4)
baglantilaniyla baglanmuistir ve kenar zincirler ana zincire o-(1,6) glikozidik baglaryla

katilmiglardir (Fujii vd., 1988). Sekil 4.2°de amilopektin molekiiliiniin agik formiilii verilmistir.

o
H HO:
H H H Ht H HCHOH H
--O EI—O ') O--
H OH H OH H OH

Sekil 4.2 Amilopektin molekiili
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Nigasta, genellikle oda sicakhiinda suda ¢oziinmez. Bu sebepden dolayr dogada hiicrelerde
mikroskop altinda goriilebilen kiigiik graniiller halinde depolanir, Nisasta graniilleri aym ve
komsu molekiiller arast olugan hidrojen baglari sebebiyle su ve hidrolitik enzimlerle penetrasyona
oldukga direnglidir. Nisastamin sulu siispansiyonu isitildifinda hidrojen baZlann zayiflar, su
absorblanir ve nisasta graniilleri siser. Ortamin yiiksek viskozitesi sebebiyle bu proses

jelatinizasyon olarak adlandirilir,

Nigasta parcalanmas: prosesinin iiriinleri dekstrin, maltotrioz, maltoz ve glikozdur. Dekstrin ara
glikozidik baglarin rastgele hidrolizi sebebiyle pargalanmmg nisastanin kisa segmentleridir.
Nisasta molekiilii, reaksiyon sonunda iighi bag olarak pargalanirsa bir molekiil maltotrioz, ikili
bag olarak pargalanirsa maltoz, her bag pargalanirsa glikoz olusur (Wang, 1999).

Nigastamin endiistride ¢ok amagh kullanilabilir bir madde olmastni saglayan en énemli ozelligi,
glikoz birimleri arasindaki baglanin asitler veya enzimlerle hidrolizidir. Nigasta
depolimerizasyonu ozellikle tatlandiric: iiretiminde énemli bir proses olarak geligmigtir (Park ve
Rollings, 1994).

4.1 Nisasta Sivilastimlmasimnda o-Amilaz

Gida ve yakit endistrisinde dogal nigsastadan énemli hammaddelerin hazirlanmasinda ilk adim
nigastanin sivilagtilmasidir. Nisasta sivilagtirilmasi yiiksek fruktozlu musir surubu iiretim
prosesinin 6nemli bir kismudir (Mountain vd., 1999).

Nisasta hamuru 60°C iizerine 1sittlir ve nigasta tanelerinin sigmesi ve bozulmasi saglanir. Sicaklik
nigasta kaynagina gore degisiklik gosterirr Mesela msir nigastast igin 105-110°C’dir.
Jelatinlesmis nigastanin viskozitesi olduk¢a yiiksektir ve bu yiizden viskozite diigiiriicii madde
kullammi gerektirirr Bu madde nisastayr kismen hidrolizler. Cozeltinin viskozitesi
dusiriildugiinden proses sivilagtirma olarak adlandirilir. Genellikle viskozite diigiiriicii maddeler
olarak asitler kullanilir. Ancak istenmeyen iiriin ve renk olugmas: ile elde edilen surubun yiiksek
oranda tuz igermesi asit proseslerinin baslica sakincalarindandir. Bu sebepden dolayr a-amilaz
enzimleri daha fazla kullamlmaya baglanmistir (Pye ve Wingard, 1973).
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4.2 Tekstil Endiistrisinde a~Amilaz

4.2.1 Hasillama islemi

Modern tekstil tiretim prosesierinde dokuma esnasinda ¢ozgiide oldukga fazla gerilme meydana
gelir. Ipligin bu gerilme esnasinda kiriimaya kars: korunmas: gerekir. Bu amagla iplik tizerine
uzaklagtirilabilir koruyucu katmanlar uygulanir ki, dokuma igleminden énce yapilan bu hazirhk
islemine hagillama ad1 verilir. Amag¢ dokuma esnasinda olusacak yipratici kuvvetlerden iplikleri
korumak i¢in ipliklerin kayganlagtinnlmas: ve giiglendirilmesidir. Hagil katmanlar i¢in kullanmlan
malzemeler iki grupda toplaniriar (Oltulu vd., 1999).

eDogal kaynakh hayil maddeleri: Nigasta, dekstrin (diisiikk molekiil afirlikh polisakkaritler
karisimi), metil seliiloz, karboksi metil seliiloz, jelatin ve tutkal gibi maddelerdir.

eYapay hasil maddeleri: Polivinil alkol, poliakrilat, polistrien, maleik asit kopolimerleri gibi

uzun zincirli yapay kimyasal maddelerdir.

4.2.2 Hagil sékme iglemi

Hagillanmis kumagin emiciliinin az olmasindan dolayi, dokumadan sonra hasil sokme prosesi
olarak adlandinlan agamada bu hagilin kumagdan uzaklagtirilmas: gerekir. Boyamn kumasa iyi
absorblanmasi igin bu islem olduk¢a onem tagimaktadir. Iyi bir hagil maddesi olarak kolayca
uzaklagtiriian maddeler tercih edilirler. Nigasta en uygun hasil maddesidir, ucuzdur ve kaynag
oldukg¢a boldur. Suda ¢oziinmemesine karst kolay uzaklagtinlir. Suda ¢ozinebilir hagillar sicak su
ve deterjanl! yikama ile uzaklagtinlabilir. Hagil sokme igin asitler, bazlar ve oksidleyici ajanlar
kullamlmaktadir. Basingh pisirme iglemleri gerektirdiklerinden islem esnasinda kumasgin yapisi

zarar gormektedir.

Tekstil fabrikalarimin gogu nisastayr hidrolizlemek ve ¢oziindiirmek i¢in amilaz enzimlerini
kullanmakda ve bunu yaparkende kumasa hi¢ zarar vermemektedirler (Godfrey ve Reichelt,
1983). DiZer avantajlan ise farkli proseslerde ¢aligma olanafi, enerji tasarrufu, kolay
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uygulanabilirlik, tehlikeli kimyasallarn kullamimasma gerek kalnmamasi, ¢ikan uriinlerin
dogada pargalanabilir ve tehlikesiz olmasidr.

4.2.2.1 a-Amilaz ile hasil sokme islemi

Kimyasal yontemlerle hagil sékme sonras: ortaya cikan atik su kirlilii, kumag izerindeki
mukavemet kayiplan, daha gevreci ve performans: yiiksek olan enzimatik yontemin kullanimim
gerektirmistir. Bundan dolayi, nisastah hagtllann o-amilaz ile uzaklagtiimas: biyuk bir
basaridur.

Enzimlerle yapilan nigasta pargalanmasinda son iiriin olarak gogunlukla maltoz ve az miktarda
glikoz meydana gelir. Nisasta makromolekiillerinin tamamiyle pargalanmast gerekli degildir.
Makromolekillerin su ile dispersiyon olusturarak kumasdan yikama sonunda uzaklasabilecek
kadar pargalanmasi yeterlidir. Ornegin;, a-amilaz nigastayr dekstrine ve difer suda ¢oziniir
iiriinlere donagtiiriir. Benzer bir proses, hagil olarak kullanilan polivinil alkoliin enzimatik olarak
parcalanmasinda da kullamlmaktadir (Mori vd.,1997).

Hagil sokme prosesi genel olarak dort adimda gergeklesir:

oOn yikama
sEnzimatik yrikama
eSicak su ile yrtkama
eDurulama

Kumaglar ilk olarak hagil sékme igin 6n yikamaya tabii tutulurlar. On yikama esnasinda, kumasg
su ile doyurulur ve suda ¢oziinen katki maddelerinin uzaklagtinimasi saglanr.

On yikanmig kumag ikinci adim olarak enzim gozeltisi ile muamele edilir. Kumas nigasta
hidrolizi i¢in enzimle iyice doyurulur. Sicaklik, kullanilan a-amilazin optimum ¢aligma
sicakhifinda olmali ve enzimin direkt olarak buharla temas edilmesinden kaginiimalidur. Hidroliz
islemi bu agamada baglar. Kesikli olan prosesde uygulanan pH ve sicakhifa gore iglem 0.5-16 saat
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araliginda siirer. Siirekli hidroliz iglemi ise daha kisadir. a-Amilaz igin 1-4 saat, 1stya dayanikls
o-amilaz igin 20-60 saniyedir (90-110°C).

o-Amilaz hidroliz triinlerini mimkiin oldugu kadar uzaklagtirmak igin kumas deterjan ve
sodyum klorit ilave edilerek sicak su ile yikanir. Durulama tiim yabanct maddeleri kumagdan
uzaklastirmak i¢in yapilan son islemdir. Bundan sonra kumag diger prosesler i¢in hazir hale gelir
(Mountain vd., 1999).

4.3. a-Amilaz ile ilgili Cahymalar

Hidroliz iglemini katalizleyecek alternatif teknolojilerin olmamas: endiistride amilaz enzimlerinin
onemini daha ¢ok artirmigtir. Bundan dolayi, kullanilan enzimler i¢in optimum sartlann

belirlenmesi aragtirmacilarin ilgisini ¢eken bir konu olmustur.

Ozellikle 1siya dayamkli Bacillus Licheniformis kaynakli o-amilaz ile birgok g¢ahiymalar
yapilmigtir (Saito ve Yamomoto, 1975; Rothstein vd., 1986; De Cordt vd., 1992). Bacillus
Licheniformis kaynakli o-amilazin en yiiksek aktiviteye pH 5.9°da sodyum ve potasyum fosfat
tamponu kullamldiinda (2 ml enzim ve ¢oziinebilir nigasta) sahip oldugu belirtilmigtir (Salieri
vd.,1995).

Bacillus Subtilis kaynakli a-amilaz igin pH 5.7°de optimum c¢alisma sicaklit 70°C (%0.5 musir
nigastas1 ve 4 mM kalsiyum iyonu ilave edildiinde), Bacillus Licheniformis kaynakh o-amilaz
icin ise 92°C olarak bulunmusgtur. 95°C’de Bacillus Subtilis kaynakl a-amilazin aktivitesinin gok
distiZi gozlenmistir. Tiim a-amilazlar igin belli miktarlarda kalsiyum iyonu ilavesinin kararhlig
artirdig belirlenmigtir. Bu miktar 70°C’da pH 7.0’de Bacillus Licheniformis kaynakl a-amilaz
icin 3.4 ppm iken aym sartlarda Bacillus Subtilis kaynakli a-amilaz igin 150 ppm olarak
bulunmugtur. Hi¢ kalsiyum ilavesi olmadan Bacillus Licheniformis kaynakh o-amilazin
yarilanma omrii 26 dakika, Bacillus Subtilis kaynakh a-amilazin ise 21 dakika olarak
belirlenmistir. Bacillus Subtilis kaynakli o-amilaz igin 60°C ve pH 6 optimum degerler olarak
bulunmugtur (Pye ve Wingard, 1973).
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Ug farkh tip a-amilaz aym sartlar altinda incelendiginde, arpadan elde edilen o-amilaz pH 4.5 ve
45°C’de en aktif enzim olarak bulunmugtur. 8 mg/ml enzim ve 30 mg/ml bugday nisastasi
kullamldiginda endiistriyel pisirme siiresi olan ti¢ saatlik bir siire sonunda, enzimin nigastay1 %98
hidrolizledigi gozlenmigtir. pH 5.5 ve 26°C’de 3 mg/ml nigasta ve 8 mg/ml enzim kullamldiginda
6 saatlik iglem sonunda arpa, bakteriyel ve fungal kaynakh o-amilazlarin hidrolizledikleri nisasta
konsantrasyonlar sirastyla %75, %95 ve %30 olarak bulunmugtur. Arpa kaynakli o-amilazin
bakteri kaynakl a-amilazdan ¢ok daha ucuz olmasi uygun enzim olarak segilmesini saglamugtir.
Fakat hidrolizleme sonunda fungal kaynakli o-amilazin daha fazla glikoz olusturdugu

gozlenmigtir. Graniillerin %16’sinin ¢ok hizli olarak 1.dereceden, %84’iiniin ise yavas olarak
Michaelis Menten modeline uydugu belirtilmistir (Textor vd.,1998).

Ayrica arpa kaynakh o-amilaz (8 mg/l) ve bugday nigastas: (30 g/l) ile yapilan ¢aligmada pH 5.5
ve 45°C’de %1.1 hizla deaktive oldugu, 55°C’de bu hizin dahada arttigi, olusan glikoz ve
maltozun hem bakteriyel hemde arpa kaynaklh o-amilazin katalitik etkisini inhibe -ettigi
bulunmugtur. Aym proses sartlarinda (pH 5.5 ve 45°C’de, 8 mg/l enzim ve 30 g/l nisasta
kullamldiginda) ilave edilen 100 g/l glikozun enzimi %50 inaktive ettigi belirlenmigtir (Hill
vd.,1997).

Bugdaydan elde edilen nigasta graniillerinin Bacillus Subtilis kaynakh a-amilazia enzimatik
depolimerizasyonu elektron mikroskobu ile incelendiginde tiim graniillerin verilen zamanda egit
olarak pargalanmadigi goriilmiistiir. Ayrica enzim konsantrasyonunun hidrolize olan etkisi de
incelenmigtir. 5 saat sonunda, 2 pg/ml ve 189 pg/ml enzim kullamldiginda hidrolizlemenin
sirastyla yaklagik %21 ve %62 oldugu bulunmustur. 189 pg/ml enzim kullammu ile 26 saat
sonunda hidroliz derecesi %98 olarak tespit edilmistir (Colonna vd., 1988).

Nisasta konsantrasyonunun hidrolize olan etkisi incelendiinde, misir nigastast ve Bacillus
Licheniformis kaynakli a-amilaz 95°C ve pH 6.0’da isleme tabi tutulmug, yiksek nigasta
konsantrasyonunda molekiillerinin viskoz etkiler sebebiyle serbestge hareket edemedifi ve
bundan dolay:r da reaksiyon hizinin digtiigii gozlenmigtir. Viskoz etkilerin kitle transferini
yavaglattif1 belirtilmigtir (Komalprasert ve Ofoli, 1991).
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5. MATERYAL ve YONTEM

5.1 Kullamlan Materyaller

eTicari a-amilaz enzimi

eBugday nigastasi

o(Coziinebilir nigasta

oGliserin

eKimyasal maddeler (%0.5 ve %15°lik I, , %0.5 ve %5’lik KI, 5 M HCI, ve 50 mM CH3;COONa)

eSaf su

Bugday nigastasimn hidroliz igleminde kullanilan o-amilaz enzimi ticari bir enzim olup gozelti
seklinde GEMSAN Tekstil Yardime1 Kimyasallant A.S.’den saglanmugtir. Bacillus Subtilis
kaynakli a-amilaz (Gemsize 4A ,Yiiksek aktiviteli hasil sokme enzimi), (EC 3.2.1.1) ¢aligmalar
siiresince +4 °C’de buzdolabinda saklanmigtir. Aktivite tayininde kullamlan ¢oziinebilir nisasta
(Extra pure soluble starch, iiriin n0:101253) ve hidroliz i¢in kullamlan nisasta (bugday nisastasi,
irin no: 111685) ise Merck’den saglanmis olup laboratuvar sartlarinda saklanmgtir.
Viskozitenin etkisini incelemek i¢in yapilan deneylerde ise, ¢ozeltinin viskozitesi gliserin ilavesi
ile arttrlmustir. Bu iglem icgin kullamlan gliserin (iiriin no: 104093) ise yine Merck’den temin
edilmigtir. Deneyler sirasinda ¢ozeltinin pH’1 0.2 M KOH ve 0.2 M HCI gozeltileri kullamlarak

ayarlanmugtir.

5.2 Kullamian Cihazlar

Bu ¢aliymada, Sanyo Gallenkamp firmasi tarafindan iiretilen modiiler biyoreaktor sistemi (FER-
195-010) kullanilmugtir. Bu sistem, bir biyoreaktor ile karigtincr hizi, sicaklik ve pH kontrol
modillerinden olugmaktadir, Ayrica, enzim aktivite tayini i¢in 40°C’ye ayarlanmig bir su
banyosu ve orneklerin absorbans degerlerini okumak i¢in de Shimadzu marka UV-150-02 ¢ift
isinli Spektrofotometre kullamlmugtir. Biyoreaktér ve kontrol modullerinin gematik diyagram
Sekil 5.1°de verilmigtir.
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Asit Baz
pH Kontrol __|
Modiilii B

Kanstina Hiza

Kontrol Modiilii

Sicaklik Kontrol

Modiilii

A: Ornek alma kabi

B : Asit girigi
C : Baz girisi
D : pH elektrodu

\
\
.
%

E : Termistor

F . Isitica

G : Motor

H : Xangtirici kanatlar

I :Termometre
: Engeller
DX: Omek alma vanas:

Sekil 5.1 Biyoreaktor ve kontrol modiillerinin gematik diyagram
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5.2.1 Kanistirmah biyoreaktor

Kullanilan biyoreaktor, gelik kapakl ve yuvarlak tabanh pyrex cam bir reaktérdiir. Biyoreaktoriin
tim parcalan ise paslanmaz gelikten yapilmigtir, Kapak tizerinde problarin yerlestirilmesi ve
cesitli ilavelerin yapilmasina elverigli toplam 15 tane degisik c¢aplarda girigler olup,
kullanmilmayan girigler silikon mantarlarla kapatilmigtir. Ayrica, reaksiyon ¢ozeltisinden 6rnek
alinabilmesi i¢in bir 6rnek alma vanast ve kab1 mevcuttur. Karigtirma, ¢elik kapaga monte edilen
bir kangtirict motor (65 W giiciinde) ile gergeklestirilmigtir. Kanistiric1 saftinda, tek, alt1 kanatl,
reaktor tabanindan yiiksekligi ayarlanabilir Rushton tipi bir karistirict mevcuttur. Toplam reaktor
hacmi 1 litre olup, ¢aligma hacmi olarak 0,5 litre hacim secilmigtir. Biyoreaktor ile ilgili

komponentler ve degerleri Cizelge 5.1°de verilmigtir.

Cizelge 5.1 Biyoreaktor ile ilgili komponentler ve degerleri

Komponentler Degerler
Reaktor hacmi 1 litre (yuvarlak tabanli)
Reaktoriin galigma hacmi 0.5 litre

Reaktor i¢ gap1 11 cm

Reaktor dig gap1 12.1cm

Reaktor yitksekligi 17 cm

Kangtiric: palet tipi 6 kanath Rushton
Kangtiric: palet sayisi 1

Kartiric1 palet gap1 4.8 cm

Kangtiric1 kanat genigligi 14 cm
Karngtirict kanat yitksekligi 1.9 cm

Engel sayis1 4

Engel yiiksekligi 13.5cm

Engel genigligi 1.5¢cm

Reaktdr tabanindan karigtiricinin yitksekligi 3cm
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5.2.2 Kontrol modiilleri

Kanstirict hizi, sicaklik ve pH’in kontroliinii saglamak iizere kullanilan kontrol modiilleri ve

ozellikleri agafida siralanmigtir:

sKanstirica hizi kontrol modiilii:

Karstiric1 iz 50-1000 rpm
Kangtirict motor  65W, 24V dc

Karnigtirict hizinin kalibrasyonu bir takometre ile yapilmagtr.

oSicakhk kontrol modiilii:
Sicaklik :15-80°C
Dogruluk +%1

Isitict tipi :dc rezistans

Isitict giici  :24V dc 100W
Termistor tipi :Yan iletken LM5DZ

Sicaklik kontrol modiliiniin kalibrasyonu bir termometre yardimi ile yapilmig olup, deney

sirasinda reaktor icerisindeki sicaklik bu termometre ile kontrol edilmigtir.

epH kontrol modiilii:
pH :0-14 pH
Dogruluk :+0,1 pH

Elektrolit :AgCl ile doyurulmug 4M KCl

pH modiiliiniin kalibrasyonu, pH 4 ve pH 7 tampon gozeltileri ile saglanmigtir.
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5.3 Deneyin Yapihs

%1 (g/100ml) nigasta igeren 500 ml saf su, reaksiyonun gergeklestirildiBi biyoreaktérde istenilen
sicaklik ve pH’a getirildikten sonra 2.5 ml/l enzim (Gemsan tarafindan piyasaya ¢ozelti olarak
sunulan) ilave edilmesi ile reaksiyon baglatilmmgtir. Uretici firma tarafindan nigastanin hidrolizi
icin tavsiye edilen siire olan 30 dakika sonunda, ¢ozeltiden alinan ornekler enzim aktivitesi ve
nigasta miktarinin tayini yapilmak tizere hazirlanmigtir. Orneklerin analizleri 5 kez tekrar edilmis

olup, elde edilen degerlerin ortalamalar alinmigtir.
5.4 Analiz Yontemleri
5.4.1 Enzim aktivite tayini

o-Amilaz aktivite tayini i¢in 200’iin tizerinde metod geligtirilmigtir (Oltulu vd., 1999). Ayrica her
metod igin farkl aktivite birimi tammlanmigtir (Yoo vd., 1987). Bu ¢aliymada, a-amilaz aktivite
tayini De Moraes vd. (1995) tarafindan belirtilen yénteme gore yapilmigtir. Substrat olan 0.2 g
¢Ozinebilir nigasta 100 ml kaynayan 50 mM sodyum asetat tampon g¢ozeltisinde (pH=5.9)
cozindirilmiig ve en az 40°C’ye sogutulmugtur. Biyoreaktorden alinan reaksiyon gozeltisi, kagit
siizgegten (589° Blue Ribbon 300211 Schleicher-Schuell) siizislditkten sonra ele gegen gozeltiden
200 pl’lik omekler deney tiiplerine alinmug ve bu 6meklere daha 6nce hazirlanan substrat
¢ozeltisinden 1 ml ilave edilmigtir. Ayrica kontrol gozeltisi olarak kullamlan 200 wl saf su
tizerinede aym miktarda substrat ¢ozeltisi ilave edilmigtir. Daha sonra bu ornekler 40°C°deki su
banyosunda 10 dakika bekletilmigtir. Bu sirada 1 ml iyot gozeltisi (% 0.5 I ve %5 KI) igeren Iyot
stok ¢Ozeltisi, 5 ml SM HCl ilave edilerek 500 ml’e saf su ile tamamlanmugstir. 10 dakika sonunda
su banyosundan ¢ikanlan 200 pl’lik drneklerin tizerine 5 ml Iyot stok gozeltisi ilave edilmistir.
Enzim aktivitesi tayini igin elde edilen bu son kanigimin absorbans degerleri, 620 nm dalga
boyundaki spektofotometrede okunmugtur. Sahid olarak 200 pl saf su ve 5 ml Iyot stok gozeltisi
kullamlmigtir. 1 t{inite o-amilaz aktivitesi, 10 dakikada 40°C’de 2 mg nisastanin 0.1 mg’int
pargalamak icin gerekli olan enzim miktan olarak tammlanmistir (De Moraes vd., 1995; Savas,
1998; Saygili, 1999).
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5.4.2 Nisasta konsantrasyonu tayini

Biyoreaktorden alinan reaksiyon ¢6zeltisindeki nigasta tayininde ise, éncelikle enzimin inaktive
edilmesi igin deney tiiplerine alinan 0.5 ml 6rnekler 100°C sicaklikta 5 dakika kaynatilmigtir.
Daha sonra bu ornekler tizerine 5 ml iyot ¢ozeltisi (%15 I, ve %0.5 K1) ilave edilerek son hacim
15 ml’ye saf su ile tamamlanmigtir. Cozeltideki nigasta konsantrasyonu tayini i¢in kullanilan bu
son karigimin absorbans degeri, 550 nm dalga boyundaki spektrofotometrede okunmus ve sahid
olarak 10 ml saf su ve 5 ml iyot ¢ozeltisi kullanilmigtir (Astolfi-Filho vd., 1986; Birol, 1997).
Sekil 5.2°de nigasta konsantrasyonu ile ilgili kalibrasyon grafigi verilmisgtir.

2.0
181 y=11.168x
161 R*=0.9962
14 -
1.2 -
1.0 -

0.8 -

0.6 - .

0.4 - )/

024 *

0.0 : , : : . ; . :
000 002 004 006 008 010 0.12 0.14 0.16 018

Nisasta Konsantrasyonu (g/)

Absorbans

Sekil 5.2 Nigasta konsantrasyonu ile ilgili kalibrasyon grafigi
5.5 Hesaplamalar
esEnzim aktivitesinin hesaplanmasi:
Enzim aktivitesinin hesaplanmasi igin su bagintilar kullanilmigtir:

[Ao}= (1 - Cao/ Ca) (.1
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[A1]=(1-Cau/Cux)

[A] =100 * [A1]/ [Ad]

Burada,

Ca : t=0 amindaki enzimin absorbans degeri

C. : Islem sonundaki enzimin absorbans degeri
C. : Kontrol ¢ozeltisinin absorbans degeri

[Ao] : t=0 anindaki enzimin aktivitesi

[A1] : Islem sonundaki enzimin aktivitesi

[A] : % Enzim aktivitesi

olarak tanimlanmugtir.

oNisasta konsantrasyonunun hesaplanmasi:

Nisasta konsantrasyonu tayinlerinde ise agagidaki bagintilar kullamlmgtir:

[81]1=(Ca/ Cs0) * [So]

[H] =100* (1 - Cy/ Cs0)

Burada,

Cso: t=0 amndaki nigastanin absorbans degeri

Cs : Islem sonunda ortamda kalan nigastamin absorbans degeri

[So] : t=0 dakika’daki nigasta konsantrasyonu, g/l

[S1] : Islem sonunda ortamda kalan nigasta konsantrasyonu, g/l

[H] : % Hidroliz derecesi

olarak tammlanmgtir.

(5.2)

(53)

(5.4)

(5.5)
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6. ARASTIRMA BULGULARI
6.1 pH’mn Enzim Aktivitesi ve Hidroliz Uzerindeki Etkisi

Asidik veya bazik ortamun, katalitik reaksiyona etkisini incelemek igin, %1 nisasta i¢eren 500
ml’lik reaksiyon gozeltisi pH 5-8 arasinda (0.5°lik pH artiglan igin), 60°C sicaklik, 300 rpm
karistiric: hiz1 ve 30 dakikalik reaksiyon siiresince hidroliz iglemine tabi tutulmugtur. Reaksiyon
sonunda gozeltideki a-amilaz aktivitesi Béliim 5.4.1’de ve ortamda kalan nigasta konsantrasyonu

Boliim 5.4.2’de anlatildig gibi tayin edilmigtir. Elde edilen sonuglar Cizelge 6.1°de verilmistir.

Cizelge 6.1 pH’a kargilik elde edilen deneysel veriler (T=60°C ve N=300 rpm)

pH % Enzim aktivitesi % Hidroliz Nisasta konsantrasyonu
derecesi (gh)

5.0 13.72 21.49 7.851

5.5 23.23 34.03 6.597

6.0 42.22 38.87 6.113

6.5 51.99 39.82 6.018

7.0 40.99 3843 6.157

15 24.42 34.82 6.518

8.0 10.02 227 7.729

Sekil 6.1’den de gorildugi gibi pH 6.5°de enzimin en yitksek aktiviteye sahip oldugu
gozlenmigtir. Literatiirde bakteriyel kaynakli o-amilazlar igin islem pH't 5.0-7.5 olarak
verilmistir (Godfrey ve Reichelt, 1983). Enzimin maksimum aktiviteye sahip oldugu aralikta
(6.0<pH<7.0), hidroliz derecesinin maksimum oldugu (ortalama %39.04 hidroliz derecesi)
gorilmigtiir. Enzimin daha az aktif oldugu pH degerlerinde (6rnegin pH 5.0 ve 8.0), reaksiyonun
yeteri kadar katalizlenmedigi ve bundan dolayida hidroliz derecesinin az oldufu (%21.49 ve
9%22.71 hidroliz dereceleri) goriilmektedir. pH 5.0 ve 8.0 degerlerindeki % hidroliz dereceleri,
maksimum hidroliz derecesi ile karstlagtinidifinda, maksimum degerin yaklagik olarak %56’smna
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esittir. Yine pH 5.0 ve 8.0 degerlerindeki % enzim aktiviteleri, maksimum % enzim aktivitesi ile
kargilagtirildiginda, maksimum degerin yaklagik olarak %23’tine egittir. Dolayis1 ile, bu pH
degerlerinde ortamdaki nigasta konsantrasyonu daha yiiksek olmaktadir.

100 10.0
00 | —o— % Enzim aktivitesi 1los
—a— % Hidroliz derecesi
80 - + 9.0
—a— Nigasta konsantrasyonu
70 + 8.5
5 60 - 1go @
; §
)%D 50 + 75 ?
" £
(=]
S 40 | +70 §
w0
g
30 - 165 M
2
20 A 160 3
4
10 A + 5.5
0 1] ] i 1 1 1 1 5.0
45 50 55 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5

pH

Sekil 6.1 % Enzim aktivitesi, % hidroliz derecesi ve nigasta konsantrasyonunun pH ile degisimi
(T=60°C ve N=300 rpm)

6.2 Sicakhm Enzim Aktivitesi ve Hidroliz Uzerindeki Etkisi

Sicaklik artiginin hem enzim aktivitesine hem de hidroliz derecesine olan etkisini incelemek igin
reaksiyon ¢ozeltisi (500 ml), enzim ilavesi (2.5 ml/l) ile 30-80°C arasinda (5°C’lik artislar igin),
pH 6.5 ve 300 rpm’de 30 dakika boyunca hidroliz iglemine tabi tutulmustur. Elde edilen degerler
Cizelge 6.2°de verilmigtir ve Sekil 6.2°de grafiksel olarak sunulmugtur. Cizelge 6.2’den de
goriildigi gibi, enzim aktivitesinin 60°C’de maksimum oldugu (yaklagik %52), bu sicakhk
degerinden ¢ok daha diisiik veya ¢ok daha yiiksek sicaklik degerlerinde ise aktivitede belirgin bir
azaliy meydana geldigi goriilmiigtiir. Literatiirde bakteriyel kaynakh a-amilazlar igin islem
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sicaklig1 60-75°C olarak verilmigtir (Godfrey ve Reichelt, 1983). Sicaklik degerleri 30°C ve 80°C
icin ise en diisitk % enzim aktivitesi ve % hidroliz dereceleri elde edilmistir. Ornegin, 80°C’deki
degerler maksimum degerle karsilagtirldifinda, enzim aktivitesi yaklagtk %83, hidroliz
derecesinin yaklagik %33 oramnda azaldifn gorilmigtir. Sicaklifin etkisi ile enzimin hzla
inaktive olmasindan dolayi, sicakligin artmasi reaksiyon hizim artiramamigtir. Enzimler yalmz
belli sicaklik araliklarinda galigtifindan dolayr sicaklik artiginin enzime yapisal olarak zarar
verdifi  bilinmektedir. Diigik sicaklikta ise enzim, reaksiyonu yeteri kadar
katalizleyememektedir. Sonug olarak bu galigma i¢in optimum sicaklik 60°C olarak belirlenmis
ve bu sicaklik degerindeki enzim aktivitesi yaklasitk %52 ve hidroliz derecesi yaklagik %40
olarak bulunmugtur. Ortamda kalan nigasta miktann ile hidroliz derecesi birbirine bagh
oldugundan (ters orantili), hidroliz derecesi azaldikga nisasta konsantrasyonu artmugtir (Sekil
6.2).

Cizelge 6.2 Sicakliga kargilik elde edilen deneysel veriler (pH=6.5 ve N=300 rpm)

Sicakhik (°C) | % Enzim aktivitesi % Hidroliz Nisasta konsantrasyonu
derecesi (g
30 9.60 25.88 7.412
35 13.84 29.36 7.064
40 18.77 30.82 6.918
45 3343 35.44 6.456
50 46.17 38.44 6.156
55 50.08 39.41 6.059
60 51.99 39.82 6.018
65 30.98 37.93 6.207
70 20.53 31.03 6.897
75 14.56 28.45 7.155
80 8.61 26.87 7.313
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100 10.0
—o— % Enzim aktivitesi
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Sekil 6.2 % Enzim aktivitesi, % hidroliz derecesi ve nigasta konsantrasyonunun sicaklikla
degisimi (pH=6.5 ve N=300 rpm)
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6.3 Enzim Miktarinm Enzim Aktivitesi ve Hidroliz Uzerindeki Etkisi

Enzim miktarinin hidroliz iglemine olan etkisini incelemek igin reaksiyon ¢ozeltisine (500 ml)
0.125-40 ml/l arasinda enzim ilavesi yapilarak 60°C sicaklik, pH 6.5 ve 300 rpm karigtirict
hizinda 30 dakika boyunca reaksiyona devam edilmigtir. Elde edilen deneysel veriler Cizelge
6.3’de verilmigtir ve Sekil 6.3’ de grafiksel olarak sunulmugtur. Sekil 6.3’den de goriildigi gibi,
enzim ilavesi ile hem enzim aktivitesinin hemde hidroliz derecesinin hizla arttif1, 2.5 mi/I’den
sonra bu artigin yavagladift gozlenmigtir. Enzim miktarimn 0.125 ml/1’den 10.0 mi/1’ye
artinlmas1 sonucunda, enzim aktivitesi %10.03 degerinden %64.28 degerine artnugtir. Cizelge
6.3’den de gorildugi gibi yilkksek enzim konsantrasyonu i¢in (40 ml/1) elde edilen enzim
aktivitesi %13.06 ve nigastanin hidroliz derecesi yaklagik %17 olarak bulunmugtur. 0.125-10 ml/i
arasindaki enzim ilaveleri igin, nigasta tanecikleri aktif enzim molekiilleri ile doygun hale
gelmistir. Ancak, 10 ml/l enzim konsantrasyonu iizerinde ise hidroliz derecesinde bir artig
gerceklesmemesi ve enzimin aktivitesini hizh bir gekilde kaybetmesi Textor vd. (1998) tarafindan
da belirtildigi gibi, bir ¢esit enzim-enzim inhibisyonu ile agiklanabilirr Enzim-enzim
inhibisyonunda, enzim molekiillerinin ¢ift olugturarak aktif bolgelerini bozmalarn nedeniyle
nigasta taneciklerinin aktif bolgelere efektif olarak baglanmas: engellenmekte ve dolayis: ile
hidroliz derecesi azalmaktadir.

Sekil 6.3°den de gorildiga gibi, enzim miktarinin reaksiyonu aym oranda katalizleyemedigi 80
kat fazla enzim kullamldifinda (0.125 mli/!’den 10 mi/’ye) aym1 proses sartlarinda enzim
aktivitesinin yaklagtk 6.4 kat ve hidroliz derecesinin yaklagpik 3.1 kat artti1 bulunmugtur.
Colonna vd., (1988), ise bugday nisastastmn Bacillus Subtilis kaynakh o-amilaz enzimi ile
hidroliz igleminde (proses sartlann T=35°C, pH=7.0 ve 1 saat islem siiresi) 94.5 kat fazla enzim
kullanildiinda (2 mg/1’den 189 mg/1’ye) hidrolizin yaklagik 4 kat arttifim belirtmiglerdir.

Hidroliz derecesinde, enzim ilavesi ile hzli bir artig g6zlenmig fakat daha sonra bu artigin
azaldif1 tespit edilmigtir. Enzim miktarinin 0.125 ml/I’den 10.0 ml/’ye artinlmas1 durumunda,
hidroliz derecesi %13.07 deZerinden %40.44 degerine artmigtir. Bu durum, agirt miktarda enzim
ilavesinin reaksiyon mzinda 6nemli bir artiy gergeklestiremedigini gostermektedir. Hidroliz
derecesi ile ortamda kalan nigasta konsantrasyonu birbirine bagh oldugundan (ters orantily),
hidroliz derecesi arttik¢a nigasta konsantrasyonu azalmigtir (Sekil 6.3).
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Cizelge 6.3 Enzim ilavesine karsilik elde edilen deneysel veriler (T=60°C, pH=6.5 ve

N=300 rpm)
Enzim miktan %Enzim aktivitesi %Hidroliz Nisasta konsantrasyonu
(mi/1) derecesi (gN)
0.000 0.00 0.00 10.000
0.125 10.03 13.07 8.693
0.250 17.39 23.43 7.657
1.000 37.25 32.79 6.721
2.500 » 51.99 39.82 6.018
10.000 64.28 40.44 5.956
40.000 13.06 17.40 8.260
100 10.0
& % Enzim aktivitesi (deneysel) T95
% Hidroliz derecesi (deneysel) 190
—— Nigasta konsantrasyonu (model) g5 2
+85 =
a Nisasta konsantrasyonu (deneysel) . E,
5 + 8.0 §
5 8
3 +75 8
R 2
8 +70 8
-
165 &
A T+ 6.0
T 55
0 é 1 T T T ) [} T L T T 5.0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Enzim Miktan (ml1)

Sekil 6.3 % Enzim aktivitesi, % hidroliz derecesi ve nigasta konsantrasyonunun enzim
miktan ile degigimi (T=60°C, pH=6.5 ve N=300 rpm)

()
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Enzim miktanimn hidroliz reaksiyonu iizerindeki etkisini incelemek igin, ortamda kalan nigasta
konsantrasyonu ile enzim miktar1 arasinda yapilan matematiksel modelleme sonucunda elde
edilen deneysel veriletin, Komolprasert ve Ofoli (1991) tarafindan verilen asagidaki baZinttya
uydugu bulunmustur.

[Si]=a*exp(-b*E)tc 6.1)

Burada [S,], iglem sonunda ortamda kalan nigasta konsantrasyonu (g/l), E ise enzim miktandir
(ml/1). Esitlik (6.1)’deki a, b ve ¢ degerleri Curve Expert 1.3 program: kullanilarak,

a=3.7204 g nigasta/l
b=2.2698 (m! enzim/1)’

¢~ 6.1242 g nigasta/l

olarak hesaplanmistir. Ayrica elde edilen verilere ait yapilan istatiksel analiz sonucunda, standart
sapma (G) ve regresyon katsayis1 (R%), degerleri sirasi ile 0.2797 ve 0.9936 olarak bulunmustur.

6.4 Viskozitenin Enzim Aktivitesi ve Hidroliz Uzerindeki Etkisi

Cozelti viskozitesinin, enzim aktivitesine ve hidroliz derecesine olan etkisini incelemek igin,
ortama viskozite artiric1 olarak %10, %20, %30, %40 ve %50 oranlarinda (hacim/hacim) gliserin
ilave edilmigtir. 500 ml reaksiyon ¢ozeltisi, 60°C ve pH 6.5°de 30 dakika boyunca isleme tabii
tutulmugtur. Kullanilan enzim miktan 2.5 mV/1’dir. Cizelge 6.4’de gliserin ilavesi ile viskozitenin
arttirllmas1 sonucu elde edilen deneysel veriler verilmigtir. Viskozitenin artmasiyla enzim
aktivitesinin ve hidroliz derecesinin azaldif1 gozlenmigtir. Cozeltiye %0 ile %50 oranlar1 arasinda
gliserin ilavesi ile viskozite, 1.005 cpoise’dan 13.43 cpoise’a arttirilmugtir (Sheely, 1932). %0 ve
%50 gliserin ilavesi icin elde edilen deneysel veriler kargilagtinldifinda, enzim aktivitesi
%51.99°dan %35.18 deferine, hidroliz derecesi %39.82 degerinden %16.33’e azalmigtir. Sonug
olarak, ¢ozeltinin viskozitesinin yaklagik 13 kat artinimasi ile enzim aktivitesini yaklasik %32
oraminda kaybetmistir. Hidroliz derecesinde ise yaklasik %59 oranmnda bir azalma olmusgtur.
Ortamda kalan nigasta konsantrasyonu ile hidroliz derecesi birbirine bagh oldugundan (ters
orantih), hidroliz derecesi azaldik¢a nigasta konsantrasyonu artmgtir (Sekil 6.4).



34

Cizelge 6.4 Gliserin ilavesine kargilik elde edilen deneysel veriler (T=60°C, pH=6.5 ve

N=300 rpm)
% Gliserin Viskezite % Enzim % Hidroliz | Nisasta konsantrasyonu
(hacim/hacim) (cpoise) aktivitesi derecesi ")
0 1.005 51.99 30.82 6.018
10 1.415 46.53 36.21 6.379
20 2.109 42.12 30.42 6.958
30 3412 38.21 25.60 7.440
40 6.188 36.02 2143 7.857
50 13.430 35.18 16.33 8.357
100 10.0
90 - ¢ % Enzim aktivitesi (deneysel) T 93
% Enzim aktivitesi (model)
80 - % Hidroliz derecesi (deneysel) 4+ 90
a Nisasta konsantrasyonu (deneysel)
70 4 —— Nisasta konsantrasyonu (model) L85
g
5 60 - +80 %
- E]
e 50 - l758e
A )
X -
40 - T70 g
g
30 - T65Z
20 - + 6.0
10 - T+ 5.5
O [} T T 1 § 1 5.0
0 2 4 6 8 10 12 14

Viskozite (cpoise)

Sekil 6.4 % Enzim aktivitesi, % hidroliz derecesi ve nigasta konsantrasyonunun viskozite ile
degisimi (T=60°C, pH=6.5 ve N=300 rpm)
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Viskozitenin artmasi ile hidroliz derecesinin azalmasi, kiitle transfer katsayisinin dolayis: ile
kitle transfer hizimin azalmasi sonucuna baglidir. Viskozitesi diigsiik olan ortamda, enzim ile
nigasta molekiilleri rahat¢a hareket edebilmekte ve bunun sonucu olarak daha kolay reaksiyona
girebilmektedirler. Fakat viskozitesi yiiksek olan ortamda ise, enzim ile nigasta molekiilleri
rahat¢a hareket edemediklerinden dolay: birbirleri ile etkilesimleri daha az gergeklesmektedir.
Komalprasert ve Ofoli (1991) tarafindan belirtildigi gibi bu durum reaksiyonun yavaglamasina
sebep olmaktadir.

Viskozite artiginin hidroliz reaksiyonu sonucunda enzim aktivitesi {izerindeki etkisini incelemek
i¢in yapilan matematiksel modelleme sonucunda elde edilen deneysel verilerin Sadana ve Henley
(1987) tarafindan verilen agagidaki bagintiya (tek adim birinci dereceden olmayan inaktivasyon
modeline) uydugu bulunmusgtur.

[AV[Amaxl=(1-0t1)*exp(-kp* 1 )+ (6.2)

Burada [Ap.:}, =0 amindaki enzim aktivitesidir ve bu deger hesaplamalarda %100 olarak dikkate

alinmugtir. [A] ise, iglem sonunda Apax’a gore % degerler olarak verilmigtir.
Esitlik (6.2)’deki oy ve kp degerleri Curve Expert 1.3 programm kullanilarak,

;=0.3656
kp=1.3311 cpoise™

olarak hesaplanmigtir. Ayrica elde edilen verilere ait yapilan istatiksel analiz sonucunda, standart
sapma (o) ve regresyon katsayis1 (R?) degerleri sirasiyla 0.0139 ve 0.9819 olarak bulunmugtur.

Cozeltinin viskozitesinin gliserin ilavesi ile artirnlmas: ile ortamda kalan nisasta konsantrasyonu
arasinda yapilan matematiksel modelleme sonucunda ise elde edilen deneysel verilerin

Komolprasert ve Ofoli (1991) tarafindan verilen bagintiya uydugu gorilmiigtiir.

[St]=a*exp(-b*p)+c 6.3)
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Esitlik (6.3)’deki a, b ve ¢ degerleri Curve Expert 1.3 program kullamlarak,

a=-3.2886 g nigasta/l
b= 0.385 cpoise™
c= 8.3027 g nigasta/l

olarak hesaplanmigtir. Ayrica elde edilen verilere ait yapilan istatiksel analiz sonucunda, standart

sapma (o) ve regresyon katsayis: (R?) degerleri siras1 ile 0.1026 ve 0.9946 olarak bulunmustur.
6.5 Hidrolizat Miktarinm Enzim Aktivitesi ve Hidroliz Uzerindeki Etkisi

Hidroliz islemi sonunda meydana gelen iiriinlerin, enzim aktivitesine ve reaksiyona olan etkisini
incelemek icin proses sartlant sicaklik 60°C, karstirict lz1 300 rpm ve pH 6.5’da sabit
tutulmugtur. Cozeltiye 2.5 ml/l enzim ilavesi ile hidroliz reaksiyonuna 30 dakika boyunca devam
edilmistir. Reaksiyon sonunda ¢ozelti 15 dakika boyunca 100°C’deki su banyosunda, enzimin
tamamen inaktive olmasint saglamak amaci ile kaynatilmigtir. Daha sonra bu ¢ozelti siizgeg
kagidindan siiziilditkkten sonra, deneylerde kullamlacak miktarlarda kaplara konularak buzlukda
saklannmgtir. Hidrolizat adi verilen bu ¢o6zelti toplam hacme %25, %50, %75 ve %100
(hacim/hacim) oranlarinda ilave edilmistir. Hidrolizat ¢6zeltisinin reaksiyon ¢ozeltisine ilavesi ile
60°C sicaklik, 300 rpm karigtirics huzi, pH 6.5 ve 2.5 ml/l enzim ilavesi ile reaksiyon ¢ozeltisi 30
dakika boyunca hidroliz iglemine tabi tutulmugtur. Sonuglar Cizelge 6.5°de verilmigtir. $ekil
6.5°den de gorildiigi gibi hidrolizat ¢ozeltisinin %0°dan %100’e arttiriimasi durumunda, enzim
aktivitesi %51.99 degerinden %9.59 degerine yaklagik %82 oramnda azalmustir. Aym sekilde,
hidroliz derecesi %39.82 degerinden %7.87 degerine yaklastk %80 oraminda azalmigtir. Bu
azalma, hidrolizat ¢ozeltisinin igerdigi hidrolizat iiriinlerinin enzimi inhibe etti5i ve bunun sonucu
olarak hidroliz reaksiyonunun yeteri kadar katalizlenememesi olarak agiklanabilir (Ozbek ve
Lovitt, 1999). Hill vd. (1997) tarafindan yapilan ¢ahiymada (bugday nigastasimn, 45°C ve pH
5.5°de bakteriyel ve arpa kaynakh a-amilaz enzimleri ile hidrolizi) ortama ilave edilen hidrolizat
tiriinlerinin (100 g/l glikoz ve maltoz) inhibitér etkisi sonucu, enzim aktivitesi yaklagik %50

oraminda azalmigtir,
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Cizelge 6.5 Hidrolizat ilavesine kargilik elde edilen deneysel veriler (T=60°C, pH=6.5 ve

N=300 rpm)
% Hidrolizat % Enzim % Hidroliz derecesi Nisasta konsantrasyonu
(hacim/hacim) aktivitesi (g
0 51.99 39.82 6.018
25 34.95 23.09 7.691
50 2535 16.64 8.336
75 14.95 11.46 8.854
100 9.59 7.87 9.213
100 10.0
90 95
80 - R - +9.0
-
70 +85 §
2
& 60 - +80 £
5 " ¢ % Enzim aktivitesi (deneysel) s -
%0 50 B % Hidroliz derecesi (deneysel) 7.5 g )
_ ; % Enzim aktivitesi (model) M
s 40 A Nigasta konsantrasyoru (deneysel) |~ 7.0
—— Nigasta konsantrasyonu (model) §~
30 - 765 Z
A
20 A + 6.0
10 . 5.5
0 u . . 5.0
0 25 50 75 100
% Hidrolizat Miktan

Sekil 6.5 % Enzim aktivitesi, % hidroliz derecesi ve nigasta konsantrasyonunun hidrolizat ilavesi
ile degisimi (T=60°C, pH=6.5 ve N=300 rpm)
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Hidrolizat miktarinin enzim aktivitesi tizerindeki etkisini incelemek i¢in yapilan matematiksel
modelleme sonucunda elde edilen deneysel verilerin agagidaki bagintiya uydugu bulunmustur
(Quadratik model, Ozbek ve Ulgen, 1999).

[A]l=at+b*H+c*H? (6.4)
Esitlik (6.4)’deki a, b ve ¢ degerleri Curve Expert 1.3 programi kullamlarak,

a=51.548
b=-0.676 (hacim/hacim)™
¢=0.0026 (hacim/hacim)

olarak hesaplanmigtir. Ayrica elde edilen verilere ait yapilan istatiksel analiz sonucunda, standart
sapma (o) ve regresyon katsayisi (R?) sirasi ile 1.2997 ve 0.9985 olarak bulunmustur.

Ortamda kalan nigasta konsantrasyonunun hidrolizat miktanina bagh olarak degigimi
incelendiginde, elde edilen deneysel verilerin Hill vd. (1997) tarafindan verilen bagintrya uydugu
gorulmigtir.

[S1]=[Sc]-{Sho]*exp(-a*H) (6.5)

Burada, [So], t=0 amndaki ortamdaki nigasta konsantrasyonu olup 10 g/l ve [Sno] ise
hidrolizlenen nigasta konsantrasyonudur (hidrolizat miktari, H=0).

Esitlik (6.5)’deki a ve [Sno} degerleri Curve Expert 1.3 program kullamlarak,

a=0.0177
[Sho]=3.919 g nisasta/l

olarak hesaplanmugtir. Ayrica elde edilen verilere ait yapilan istatiksel analiz sonucunda, standart
sapma (o) ve regresyon katsayisi (R?) degerleri siras1 ile 0.1378 ve 0.9939 olarak bulunmustur.
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6.6 Kanstirics Hizmin Enzim Aktivitesi ve Hidroliz Uzerindeki Etkisi

%1 nigasta igeren 500 ml reaksiyon ¢ozeltisi 60°C ve pH 6.5’de 100-600 rpm kangtirict
hizlarinda (100 rpm’lik artiglarla) 30 dakika boyunca 2.5 ml/l enzim ilavesi ile hidroliz iglemine
tabi tutulmugtur. Elde edilen deneysel veriler Cizelge 6.6’da verilmistir ve Sekil 6.6’da grafiksel
olarak sunulmugtur.

Kangtirict mzimn 100 rpm’den 600 rpm’e arttinimasi sonucunda enzim aktivitesi %74.16
degerinden %40.15 degerine digmugtir. 100 rpm kangtirict hizi temel alindiginda, enzim
aktivitesi degerinde yaklagik %46 oramnda bir azalma olmugtur. Hidroliz derecesi ise %7.97
degerinden baglayarak, kangtinci hizi 400 rpm’de maksimum %40.02 degerine ulagmgtir,
Kangtiricr hizinin 4 kat artinlmasi ile (100 rpm’den 400 rpm’e) hidroliz derecesinde yaklagik 5
kathik bir artis oldugu gorilmigtir. Ancak 400 rpm’den sonra hidroliz derecesinde tekrar bir
azalma goriilmiis olup, 600 rpm i¢in %35.55 hidroliz derecesi elde edilmistir. Hidroliz derecesi
ile ortamda kalan nisasta konsantrasyonu birbirine bagh oldugundan (ters orantilt), hidroliz
derecesi artttkga, ortamda kalan nigasta konsantrasyonu azalmigtir (Sekil 6.6). Sonug olarak,
dusiik kangtinnc: hmzlarinda yeteri kadar kiitle transfer hizi saglanamadigindan, hidroliz islemi
yetersiz olmakta, kangtirici hzimin artmasi ile reaksiyon ilerlemekte, fakat yiksek kansgtiric
hizlaninda enzimin yapisal olarak zarar gormesi, denatiire olmasi sonucunda reaksiyonunda
yavagladifi goriilmektedir. Maksimum verim elde edilebilmesi agisindan kritik kangtirnic: hizinin
belirlenmesi gerekmektedir. Bu ¢aligma igin elde edilen deneysel verilere gore kritik karigtirica
hi1z1 400 rpm olarak belirlenmigtir.
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Cizelge 6.6 Kanistiric1 hizina karsilik elde edilen deneysel veriler (T=60°C ve pH=6.5 )

Kanstine hz % Enzim % Hidroliz Nisasta konsantrasyonu
N (rpm) aktivitesi derecesi (gh
0 100.00 0.00 10.000
100 74.16 7.97 9.203
200 58.94 29.45 7.055
300 51.99 39.82 6.018
400 50.08 40.02 5.998
500 : 48,97 38.91 6.109
600 40.15 35.55 6.445
100 10.0
+ % Enzim aktivitesi (deneysel)
90 - % Enzim aktivitesi (model) T 93
A B % Hidroliz derecesi (deneysel)
80 - a Nisasta konsantrasyonu (deneysel) T 9.0
—— Nisasta konsantrasyonu (model)
70 - +85 B
o
&
b 60 - + 8.0 g
5 3 =
)%D 50 . T 7 5 g %
= Q ~
X
S 40 - ° +70 8
3
30 4 165 Z
20 A A A T 6.0
10 - + 5.5
0 E I I 1] 1 I I 5.0
0 100 200 300 400 500 600 700

Kangtiric: Hiz (rpm)

Sekil 6.6 % Enzim aktivitesi, % hidroliz derecesi ve nigasta konsantrasyonunun karigtirici hiz ile
degisimi (T=60°C ve pH=6.5)
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Karngtinier hizimin enzim aktivitesine olan etkisi incelendiginde elde edilen deneysel verilerin
Quadratic modele uydugu saptanmistir (Esitlik 6.6).

[A]JFa+b*N+c*N? (6.6)
N: kangtirict huzi, rpm
Egitlik (6.6)’da a, b ve c degerleri ise Curve Expert 1.3 programu kullanilarak,

a=97.8170
b=-0.2071 (rpm)”
¢=0.0002 (rpm)*

olarak hesaplanmgtir. Ayrica elde edilen verilere ait yapilan istatiksel analiz sonucunda, standart
sapma (o) ve regresyon katsayis1 (R?) degerleri siras1 ile 0.0567 ve 0.9784 olarak bulunmustur.

Kangtiricr mzimin ortamda kalan nigasta konsantrasyonu iizerindeki etkisi incelendiginde elde
edilen deneysel verilerin Komolprasert ve Ofoli (1991) tarafindan sunulan bagintiya uydugu
saptanmugtir (Esitlik 6.7).

[Sil=a*exp(-b*N)+c 6.7)
Esitlik (6.7)’deki a, b ve ¢ degerleri Curve Expert 1.3 programu kullanilarak,

a=3.9323 g nisasta/l
b= 0.0086 (rpm)™
c= 6.0844 g nigasta/l

olarak hesaplanmgtir. Ayrica elde edilen verilere ait yapilan istatiksel analiz sonucunda, standart
sapma (c) ve regresyon katsayist (R?) degerleri siras1 ile 0.3484 ve 0.9847 olarak bulunmustur.
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6.7 Zamanmn Enzim Aktivitesi ve Hidroliz Uzerindeki Etkisi

Bu ¢aliymada sicaklik 60°C, pH 6.5 ve kanstirict hiz1 300 rpm’de sabit tutulmug ve 2.5 ml/l
enzim ilavesi ile reaksiyon baslatilmigtir. Enzim aktivitesinin ve nigasta hidrolizinin zamana bagh
olarak degisimini incelemek i¢in, reaksiyon ¢ozeltisinden belirli zaman araliklarinda (5, 10, 15,
20, 25, 30, 60, 90, 120 ve 180. dakikalarda) ornekler ahnmigtir. Zamana kars1 elde edilen
deneysel veriler Cizelge 6.7°de verilmistir. Ayrica bu degerler Sekil 6.7°de grafiksel olarak
sunulmugtur. 180 dakika sonunda enzim aktivitesinde, yaklagik %99 oraminda bir azalma
gozlenmigtir. Hidroliz derecesi ise zamana bagli olarak artmig ve 180 dakika sonunda bu deger
%96.55 olarak bulunmustur. Hill vd. (1997) tarafindan yapilan ¢aliymada (bugday nisastasinin,
45°C ve pH 5.5°de bakteriyel kaynakli a-amilaz enzimi ile hidrolizi) 180 dakika sonunda hidroliz
derecesi yaklagtk %94 olarak bulunmustur. Hidroliz derecesi ile ortamda kalan nigasta
konsantrasyonu birbirine baglh oldugundan (ters orantili), hidroliz derecesi arttik¢a, nigasta
konsantrasyonu azalmigtir (Sekil 6.7). 180 dakika sonunda, ortamda kalan nigasta konsantrasyonu
baglangi¢ konsantrasyonunun yaklagik %3.5°1 kadardir.

Cizelge 6.7 Zamana karsilik elde edilen deneysel veriler (T=60°C, pH=6.5 ve N=300 rpm)

Zaman (dakika) | % Enzim aktivitesi % Hidroliz Nisasta konsantrasyonu
derecesi (eh)
0 100.00 0.00 10.000
5 85.47 8.93 9.107
10 72.89 16.06 8394
15 67.42 2835 7.165
20 61.45 33.63 6.637
25 56.33 38.03 6.197
30 50.08 40.44 5.956
60 26.53 : 71.44 2.856
90 10.34 80.12 1.988
120 5.71 91.25 0.875
180 1.04 96.55 0.345
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100 10.0
2|
90 1 + 9.0
80 - 55} 4 80
70 - ¢ =] % Enzim aktivitesi (model) H 7.0
& % Enzim aktivitesi (deneysel)
5 60 - A a % Hidroliz derecesi (deneysel) ! 6.0
= —— Nigasta konsantrasyonu (model)
D 50 a Nisasta konsantrasyonu (deneyse) H 5.0
=
N

40 + 4.0

Nisasta Konsantrasyonu (g/l)

30 A + 3.0
20 ~ T+ 2.0
10 1 @ T 1.0

0 % 0.0

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Zaman (dakika)
Sekil 6.7 % Enzim aktivitesi, % hidroliz derecesi ve nigasta konsantrasyonunun zamania degigimi
(T=60°C, pH=6.5 ve N=300 rpm)

Zamana baglh olarak enzim aktivitesinin defisimi incelendiginde, yapilan matematiksel
modelleme sonucunda elde edilen deneysel verilerin birinci derece enzim inaktivasyon kinetigine
uydugu bulunmugtur (Jones, 1984).

[AlF[Alo*exp(-kp*t) (6.8)

Burada [A]o , t=0 anindaki % enzim aktivitesidir. [A] ise, iglem sonunda % degerler olarak

verilmigtir.

Esitlik (6.8)’deki [AJo ve kp degerleri Curve Expert 1.3 program kullamlarak,



44

[A]=96.9138
kp=0.0229 dakika™

olarak hesaplanmugtir. Ayrica elde edilen verilere ait yapilan istatiksel analiz sonucunda,
standart sapma (o) ve regresyon katsayis1 (R%) degerleri siras1 ile 0.0261 ve 0.9905 olarak

bulunmugtur.

Zamana kargt ortamda kalan nigasta konsantrasyonu incelendiginde elde edilen deneysel

verilerin Hill vd. (1997) tarafindan sunulan bagintiya uydugu saptanmigtir (Esitlik 6.9).
[S1]=[So]*exp(-a*t) (6.9)
Esitlik (6.9)’daki [So] ve a degerleri Curve Expert 1.3 programi kullamlarak,

[So]=9.9941 g nigasta/l
a= 0.0193 dakika™

olarak hesaplanmugtir. Ayrica elde edilen verilere ait yapilan istatiksel analiz sonucunda,
standart sapma (o) ve regresyon katsayis1 (R?) degerleri sirasi ile 0.2166 ve 0.9981 olarak

bulunmustur.
6.8 Nisastasiz Ortamda Zamanm Enzim Aktivitesi Uzerindeki Etkisi

Bolim 6.7°de nisastali ortamda, bu ¢aligmada ise nigastasiz ortamda ayni proses sartlarinda
cahgilarak enzim aktivitesinin zamana bagh olarak degigimi incelenmistir. 2.5 ml/l enzim
iceren 500 ml saf su 60°C sicaklik, pH 6.5 ve 300 rpm karigtirici hizinda biyoreaktérde 90
dakika boyunca igleme tabi tutulmugtur. Belirli zaman araliklaninda (10, 20, 30, 60 ve 90.
dakikalarda) alinan orneklerde enzim aktivitesi tayinleri yapilmigtir. Zamana karg: elde edilen
deneysel veriler Cizelge 6.8’de verilmistir. Ayrica bu degerler Sekil 6.8’de grafiksel olarak
sunulmustur. Nigastasiz ortam i¢in enzim aktivitesinde 30 dakika sonunda yaklagik %34 ve 90
dakika sonunda ise yaklagik %63 oramnda bir azalma gozlenmigtir. Bu azalma enzim
stabilitesinin kararli olmamasi ile agiklanabilirr Pye ve Wingard (1973), yaptiklan
caligmalarinda «-amilaz enzim stabilitesinin ortama kalsiyum iyonlarimn ilavesi ile

arttirilabilecegini belirtmiglerdir.
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Cizelge 6.8 Nigastasiz ve nigastali ortamda zamana kargilik elde edilen deneysel veriler (T=60°C,
pH=6.5 ve N=300 rpm)

Zaman (dakika) Nisastasiz ortamdaki Nisastali ortamdaki
% enzim aktivitesi % enzim aktivitesi
0 100 100
10 89.58 72.89
20 78.02 61.45
30 66.24 50.08
60 48.15 26.53
90 37.27 10.34
100
¢ % Enzim aktivitesi (deneysel), nisastasiz
90 - % Enzim aktivitesi (model), nisastasiz
= % Enzim aktivitesi (deneysel), nigastah
80 A % Enzim aktivitesi (model), nigastah
70 A
b 60
5
)%D 50 -
_
(S
G\ 40 -
30 -
20 -
10 A =
0 1 T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Zaman (dakika)

Sekil 6.8 Nisastasiz ve nigastali ortamda % enzim aktivitesinin zamanla degisimi (T=60 °C,
pH=6.5 ve N=300 rpm)
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Nigastal: ortam igin ise, 90 dakika sonunda enzim aktivitesinde yaklagik %90 ve nisastasiz ortam
i¢in yaklagik %63 oraminda bir azalma gozlenmigtir. Bu iki deger arasindaki %27’lik farkin
reaksiyon sonucu meydana gelen hidrolizat uriinlerinin inhibitor etkisinden kaynaklanabilecegi
digiiniilmektedir.

Nigastasiz ortamda zamana bagli olarak enzim aktivitesinin deBisimi incelendiginde, yapilan
matematiksel modelleme sonucunda elde edilen deneysel verilerin birinci derece enzim
inaktivasyon kinetigine uydugu bulunmugtur (Jones, 1984).

[Al=[Alo*exp(-kp*t) (6.10)

Burada [A]o , t=0 anmindaki % enzim aktivitesidir. [A] ise, islem sonunda % degerler olarak

verilmigtir.
Egitlik (6.10)’daki [A]o ve kp degerleri Curve Expert 1.3 programi kullamilarak,

[A]0=98.0511
kp=0.0118 dakika™

olarak hesaplanmistir. Ayrica elde edilen verilere ait yapilan istatiksel analiz sonucunda, standart
sapma (o) ve regresyon katsayist (R?) degerleri sirast ile 0.03401 ve 0.9918 olarak bulunmustur.

Daha 6nce, Boliim 6.5’de nigastali ortamda hidrolizat ilavesinin enzim aktivitesine olan inhibitor
etkisi incelenmigti. 30 dakika sonunda elde edilen sonuglar Cizelge 6.9°da kargilagtirmali olarak
verilmigtir. Cizelge 6.9’dan da goruldugii gibi hidrolizat ilavesi arttik¢a inhibitor etki gosterdigi
icin enzim aktivitesi azalmaktadir. Enzim aktiviteleri i¢in yanlanma omiirleri hesaplanmig ve
Cizelge 6.10°da nigastasiz ve nigastalt ortam i¢in t;» ve kp degerleri verilmistir.
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Cizelge 6.9 Nigastasiz ve nigastali ortam ile hidrolizat ilaveli ortamn kargilagtinimas: (T=60°C,
pH=6.5 ve N=300 rpm)

Ortam Nisastasiz Nigastah
Hidrolizat miktar1 | H=%0 =%0 H=%25 | H=% 50 | H=% 75 | H=% 100
% Enzim 66.24 50.08 34.95 25.35 14.95 9.59
aktivitesi

Cizelge 6.10 Nigastasiz ve nigastali ortam i¢in bulunan t1, ve kp degerleri

Ortam Yarilanma omrii kp (dakika)™ Standart R?
' t1 (dakika) sapma  (0)
Nisastasiz 59 0.0118 0.0341 0.9918

Nisastal 30 0.0229 0.0261 0.9905
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7. SONUCLAR ve ONERILER

Nigastamin enzimler yardim ile hidrolizi bir ¢ok sanayi dali i¢in 6nem tagimaktadir. Kullanilan o-

amilaz enziminin gevreye ve iriinlere zarar vermeden, hidroliz reaksiyonunu katalizlemesi en

bilyiik avantajlanndandir. Ozellikle tekstil endistrisinde, hagil maddesi olarak tercih edilen

nigastayr pargalamada enzimlerin kullamlmas: atik su proseslerinde meydana gelebilecek

kirlenmeyi azalttigindan dolay: bityiik 6nem kazanmigtir.

Bu caligmada, bugday nigastasinin ticari bir enzim olan Gemsize 4A o-amilaz ile hidroliz

islemine ait proses parametrelerinin optimizasyonu yapilmistir. Incelenen parametreler ile,

o~amilaz enziminin inaktivasyonu ve bugday nigastasimn hidroliz derecesi ile ilgili elde edilen

sonuglar agagida verilmigtir:

1)

2)

3)

4)

5)

pH’1n etkisi incelendiBinde, fazla asidik ve bazik ortamlarda enzimin aktivitesi diigikk olup
optimum pH 6.5 olarak bulunmusgtur.

Sicakhigin etkisi incelendiginde, diigiik sicakliklarda enzimin aktivitesinin digitkk oldugu,
yitksek sicakliklarda ise yapisal olarak zarar gordiigiinden aktivitesinin yine digiik oldugu
tespit edilmiy ve enzimin en yiiksek aktiviteye 60°C’de sahip oldugu belirlenmistir. Buna
bagh olarak hidrolizin ise, diigik sicakliklarda az oldugu, sicakhifin artmasi ile hidrolizin
arttif, fakat optimum c¢aligma sicaklhifs agildifinda enzimin inaktive olmasi ile reaksiyonun
katalizlenmedigi gozlenmigtir. Optimum ¢aligma sicaklii olarak bulunan 60°C’de % hidroliz
derecesi 39.82 olarak bulunmustur.

Enzim miktarinin etkisi incelendiginde, 2.5 ml/l a-amilaz enzimi hidrolizleme i¢in en uygun
miktar olarak bulunmugtur.

Viskozitenin etkisi incelendiginde, ¢6zeltinin viskozitesi gliserin ilavesi ile arttinlmig, bunun
sonucu olarak a-amilaz enziminin aktivitesinde ve hidroliz derecesinde de mevcut bir azalma
gbzlenmigtir. Enzim aktivitesi yaklagitk %52’den %35%e, hidroliz derecesi ise yaklagpik
%40’dan %16’ya digmiistir. Bu azalma viskoz ortamdan dolay: kiitle transfer hzimin
azalmasindan kaynaklanmaktadir, Enzim aktivitesi tayininde elde edilen deneysel veriler tek
adim birinci dereceden olmayan enzim inaktivasyon modeline uymustur.

Hidrolizat miktarinin etkisi incelendiginde, hidrolizat tiriinlerinin inhibitor etkisinden dolay,
enzimin inaktive oldugu ve béylelikle hidrolizin azaldifi gozlenmigtir. %100 hidrolizat



6)

7

8)
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ilavesi ile enzim aktivitesinin yaklagik %10’a, hidroliz derecesinin ise yaklagik %8’¢ azaldi§
goriilmiistir. Enzim aktivitesi tayininde elde edilen deneysel veriler Quadratik modele
uymugtur.

Karigtirier hizinin etkisi incelendiginde, kanstirict hizinin artmasi ile enzim aktivitesi azalmig
ve hidroliz derecesi 300 rpm’de yaklasik %40 (maksimum deger) olarak bulunmugtur. Enzim
aktivitesi tayininde elde edilen deneysel veriler Quadratik modele uymustur.

Zamanmn etkisi incelendiinde, 180 dakika sonunda o-amilaz enziminin yaklagtk %1
aktiviteye sahip oldugu, nigastanin ise yaklagik %96 hidrolizlendiZi belirlenmigtir. Enzim
aktivitesi tayininde elde edilen deneysel veriler birinci derece enzim inaktivasyon modeline
uymustur.

Nisastastz ortamda zamamn etkisi incelendiginde, 30 dakika sonunda a-amilaz enziminin
yaklagik %66 ve 90 dakika sonunda ise yaklagik %37 aktiviteye sahip oldugu gozlenmistir.
Enzim aktivitesi tayininde elde edilen deneysel veriler birinci derece enzim inaktivasyon

modeline uymusgtur.

Bundan sonraki galigmalarda, nigastanin hidrolizi ile ilgili proses veriminin arttinlabilmesi ve

enzim stabilitesinin mimkiin oldugu kadar korunabilmesi icin asafida stralanan faktorler

incelenebilir;

o farkh kaynakl ticari o-amilaz enzimleri

o enzimin stabilitesini saglayan aktivatorlerin ilavesi

o tutuklanmig a-amilaz enzimleri
o degisik reaktor tipleri
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Ek 1 Cahymada kullamlan modeller ve R* degerleri

Cizelge E1.1 o-Amilaz enzim inaktivasyonu ile ilgili modeller ve R* degerleri

Parametre Matematiksel model Tiiretilmis denklem R?

Viskozite Ampirik formiil [AV[Amax]=(1-01)*exp(-kp* )+ oy | 0.9819
(Sadana ve Henley, 1987)

Hidrolizat miktan | Quadratic formiil [AJFatb*H+c*H? 0.9985

Kangtirics hiza Quadratic formiil [AJ=a+b*N+c*N? 0.9784

Zaman (Nisastali) | d[A}dt=ko*[A] [AFF[Ao*exp(-ko*t) 0.9905
(Jones, 1984)

Zaman d[AVdt=kp*[A] [AIF[AL*exp(-ko*t) 0.9918

(Nisastasiz) _(Jones, 1984)

Cizelge E1.2 Ortamda kalan nigasta konsantrasyonu ile ilgili modeller ve R* degerleri

Parametre Matematiksel model Tiiretilmis denklem R?

Enzim miktar1 | Ampirik formul [Si]=a*exp(-b*E)+c 0.9936
(Komolprasert ve Ofoli, 1991)

Viskozite Ampirik formiil [Si}Fa*exp(-b* p )t+c 0.9946
(Komolprasert ve Ofoli, 1991)

Hidrolizat d[SY/dt= (d[SVdt)u- exp(-a*H) | [S1]=[So]-[Sre]*exp(-a* H) 0.9939

miktars (Hill vd., 1997) ‘

Kangtirnies iz | Ampirik formil [SiJFa*exp(-b*N)+c 0.9847
(Komolprasert ve Ofoli, 1991)

Zaman d[SV/dt=a*[S] [SiIF[So]*exp(-a*t) 0.9981

(Nisastah) (Hill vd., 1997)
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