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OzET

Birgok biyoteknolojik proses hizli bir gelisim g0sterirken, kullanilan enzimlerin
deaktivasyonu bu proseslerin verimini 6nemli bir 6lgiide azaltmaktadir. Enzim deaktivasyonu
hakkinda edinilecek bilgiler, biyoteknolojik proseslerin fizibilitesini arttiracaktir. Nisasta,
birgok endiistri dalinda kullanilan 6nemli bir biyopolimerdir. Nisasta molekiillerini farkly
biyokimyasallara doniistiirmek i¢in enzimler kullanilmaktadir, a-Amilaz enziminin nigasta
partikiillerini sulu ortamda pargaladig: bilinmektedir, Bagarili bir hidroliz sisteminin tasarim
icin oncelikle, hidroliz prosesi sirasinda a-amilaz enziminin kinetik aktivitesinin yiiksek
olmasi gerekmektedir. Ciinkii, a-amilaz enzim aktivitesinin azalmas: verimi 6nemli Slgiide
etkileyecektir.

Bu c¢aligmada, misir nigastast Bacillus kaynakh o-amilaz enzimi ile hidroliz iglemine tabi
tutulmug ve nigastanin hidroliz derecesi ile iglem sonu enzim aktivitesinin, sicaklik, pH,
kangtinci hizi, zaman, enzim konsantrasyonu, viskozite, hidrolizat miktari, maltoz
konsantrasyonu, glikoz konsantrasyonu, etanol miktan ve CaCl, konsantrasyonu ile degigimi
incelenmigtir. Ayrica enzim aktivitesi ve nigasta konsantrasyonuna ait elde edilen deneysel
veriler kullanilarak matematiksel modeller kurulmugtur. Hidroliz iglemi modiler bir
bioreaktdr sistemi kullanilarak 500 ml’lik (nisasta oran1 %1 agirlik/hacim) ¢6zelti hacminde
gergeklestirilmigtir. Yapilan deneyler sonucunda, iglem sonu a-amilaz enziminin aktivitesinin
ve musir nigastasimn hidroliz derecesinin, incelenen her bir parametre igin farklilik gosterdigi
tespit edilmigtir.

Anahtar Kelimeler: Misir nigastasi, enzimatik hidroliz, proses degiskenleri
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ABSTRACT

The rapid enhancement of many biotechnology processes has been severely constrained by
enzyme deactivation. An improved knowledge of enzyme deactivation would significantly
enhance the feasibility of quite a few biotechnological processes. Starch has become a very
important biopolymer and is used in many industries as a feedstock material. Enzymes are
used to quickly transform starch molecules to useful, added-value biochemicals.
o-Amylase enzyme is known to effectively attack both insoluble starch and starch granules
held in aqueous suspension. Before designing a successful hydrolysis system, maintain a good
activity of the a-amylase enzyme which is not degragaded during the process is important.
Because, the loss of enzyme activity will significantly affect the process yield.

In the present study, corn starch is hydrolysed with a-amylase enzyme which is produced
from Bacillus Species. The degree of corn starch hydrolysis (%) and residual o-amylase
activity (%) were investigated versus temperature, pH, impeller speed, processing time,
enzyme concentration, viscosity, amount of hydrolysate added, maltose concentration,
glycose concentration, amount of ethanole added and CaCl, concentration. And also, the
mathematical models which represent the residual starch concentration and residual o-
amylase activity were developed according to the data obtained from the experiments. The
hydrolysis reactions were carried out in a modular bioreactor system in 500 ml of aqueous
solutions containing 1 % (w/v) corn starch. An evaluation of the experimental data showed
that residual activity of a-amylase enzyme and hydrolysis degree of corn starch studied were
different for each set of these conditions.

Keywords: Corn starch, enzymatic hydrolysis, process variables



1. GiRIS

Biyoteknolojinin son 50 yildaki gelisimi ile biyolojik organizmalarm, sistemlerin ve
proseslerin endiistride kullanilmas1 mz kazanmugtir. Ozellikle son geyrek yiizyilda gevre ve
insan saghgmm On plana ¢ikmasi ile, enzimlerden teknolojide daha iyi yararlanima yollan
aranmus ve Onemli basarilar elde edilmistir. Endiistriyel iiretimde kimyasal katalizdrler yerine,
katalitik olarak daha etkili, iiriin spesifikasyonu yiiksek, istenmeyen {iriin olusumunu biiyiik
Olglide azaltan, enerji maliyeti diigiik prosesler gerektiren, gevre dostu enzimlerin kullamim
artmustrr.

Enzimlerin gida ve fermentasyon endiistrisinde kullanim oldukga eskidir. Ornegin, arpadan
elde edilen malt §ziitiinlin nigastayr ¢dziiniirlestirdigi cok eskiden beri bilinmektedir. Nisasta
birgok endiistride kullamlan Snemli bir biopolimerdir. Nisastanin endiistride ¢ok amagh
kullanilabilir bir madde olmasm saglayan en Onemli &zellifi, glikoz birimleri arasindaki
baglarmin asitler veya enzimlerle hidrolizidir. Giniimiizde nisastamn hidrolizlenmesi
Ozellikle tatlandirici dretiminde Gnemli bir proses olarak geligmigtir. Nisasta hidrolizi ile
tatlandiricilan sadece seker pancart ve seker kamigindan degil nigasta igeren bitkilerden de
tiretmek miimkiin olmaktadir. Nigastanin hidrolizlenmesinde amilaz enzimleri yaygm olarak
kullamimaktadir, Nisastanin enzimatik hidrolizi ve hidroliz islemi i¢in kullamlan enzimler
birgok aragtirmac: tarafindan ilgi gren bir konu olmugtur.

Bu ¢ahsmada, B6liim 2°de Enzimler baghfi altinda enzimler hakkinda bilgilere, B&liim 3’de
nigasta ve yapisi ile ilgili bilgilere, Boliim 4’de amilaz enzimleri ve genel 6zelliklerine yer
verilmigtir. Boliim 5°de literatiirde yer alan a-amilaz enzimi ile ilgili baza ¢ahgmalar kisaca
Ozetlenmigtir. Deneysel ¢ahgmalarda kullamlan maddeler ve cihazlar ile analiz ydntemleri,
Materyal ve Yontem baghg: altinda Boliim 6°da, deneysel galigmalar ve bunlara ait deneysel
veriler kullamlarak elde edilen matematiksel ifadeler Aragtirma Bulgularn baglfn altinda
Bolim 7’de yer almaktadwr. BSlim 8’de deneysel gabgmalardan elde edilen sonuglar
Ozetlenmektedir.
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. ENZIMLER

!.1 Enzim Nedir?

inzimler dogal katalizor olarak iglev gorerek hiicre icerisinde meydana gelen binlerce
epkimenin hizini ve zgiilliigiinii belirleyen, ¢ogunlugu protein yapisinda olan ve biitiin canl

yrganizmalarda bulunan makromolekiillerdir ([1]; Demirsoy, 1989).

!.2 Enzimlerin Yapist

inzimler molekiil agirliklari genellikle 6000 ile 600000 arasinda degisen uzun amino asit
incirleridir. Genler tarafindan sifrelenen enzimlerin aminoasit dizilimi kendilerine Gzgiidiir.

3u nedenle her enzim farkli bir {i¢ boyutlu yapiya sahiptir.

3az1 enzimler sadece proteinlerden olugmustur (pepsin ve iireaz gibi). Fakat genel olarak
nzimler yapilarinda bilesim ve islev olarak birbirinden farkl, apoenzim ve koenzim olarak
dlandirilan iki kisim bulundururlar (Sekil2.1) (Demirsoy, 1989; [2]; Gates, 1992).

Apoenzim

1aloenzim
Aktif
Bolge
Kofaktor
Protein .
Zincirleri ‘

Sekil 2.1 Enzimin yapisi [3]



eApoenzim kismi: Enzimlerin protein kismudir. Bu kisim enzimin hangi maddeye etki

edecegini saptar.

*Koenzim kismi: Organik yada inorganik ¢ogu zaman fosfattan meydana gelmis, protein
kismina gére gok daha kiigik molekiillii, enzime Kkatalitik aktivite ozelligi veren kisimdir.
Koenzim kismi metal iyonu ise (Ca, K, Mg, Zn gibi) kofaktér olarak isimlendirilir. Apoenzim
ve koenzim kisimlarinin ikisine birden haloenzim adi verilir ([4]; Demirsoy, 1989; Cetin,
1983).

2.3 Enzimlerin Etki Mekanizmas:

Kimyasal katalizorler gibi enzimlerde reaktan ve iiriin arasindaki enerji bariyerini (aktivasyon
merjisini) azaltarak, reaksiyon hizim arttirirlar. Her enzimin katalizleyici etkisi yalmzca bir
ip tepkimeye ve belirli tiirden maddelere 6zgiidiir. Enzimin etki ettigi bu maddeye ise
wubstrat denir. Enzimatik reaksiyonlar genelde ii¢ asamada gergeklesir;

® Substrat enzimi fark eder ve enzime tutunur. Enzim substrat kompleksi olusur.

e Enzimin katalitik kismu (aktif bdlgesi) substratla temas eder ve substrati iiriine
doniistiirtir.

o Uriinler enzim yiizeyinden uzaklastirilr, bbylece enzim diger substrat molekiilleri ile

etkilesmek iizere serbest kalir.

inzim-substrat etkilesimini agiklayan ilk model, alman kimyacist Emil Fisher (1890)
arafindan savunulan anahtar kilit modelidir (Sekil 2.2.a). Bu modele gore, enzimde substratin
aglanacagi kisim ile substratin sekli birbirini biitiinler. Enzim ¢ok secicidir ve sekli farkh
lan bagka bir substrati katalizlemez. Enzim-substrat etkilegimini agiklayan ikinci model ise
daniel Koshland (1958) tarafindan savunulan ve anahtar kilit-modeline gore enzim
egiciliginin biraz daha az spesifik oldugu el ve eldiven modelidir (Sekil 2.2.b). Bu modele
Gre enzimde substratn baglanacagi kismin, esnek bir yapiya sahip oldugu ve baglanan
ubsrata gore sekillendigi varsayllmaktadir [5],[6].

-
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(b} El-eldiven modeli

Sekil 2.2 Enzim-substrat etkilegim modelleri [7]

2.4 Enzimlerin Simiflandirimasi

1961°de  Uluslararast Biyokimya Birligi tarafindan Ongorillen enzimlerin sistematik

siiflandiriimasinda, enzimler katalizledikleri tepkimelere gore alti ana sinifa ayriimigtir.

Oksidorediiktazlar: Redoks tepkimelerini katalizleyen enzimlerdir.

Transferazlar: Bir atomun veya atom grubunun bir molekiilden digerine
aktarilmasini saglayan enzimlerdir.

Hidrolazlar: Hidrolizlenme reaksiyonlarin katalizleyen enzimlerdir.

Liyazlar: Su veya amonyak gibi kiigiik molekiilleri ¢ift baga ekleyerek bag
pargalayan veya uzaklastirarak ift bag olusturan enzimlerdir (Su molekiilii
¢ikarmadan molekiilleri pargalayan enzimlerdir).

fzomerazlar: Molekiil iginde degisiklik yaparak bir molekiiliin izomere doniigmesini
katalizleyen enzimlerdir.

Ligazlar: Biiyiik molekiiller olugturmak iizere (enerji kullanarak) kiigiik molekiilleri
birbirine baglayan enzimlerdir [4], [5].



2.5 Enzim Aktivitesine Etki Eden Faktorler

Enzim aktivitesine etki eden faktdrler baglica;

oEtki edecei malzeme (substrat)

eSicaklik (reaksiyon hizim artirir, enzimin bozulmasina sebep olur)
opH

einhibitdrler \ Protein bozucular

eZamandur.

2.6 Enzim Inhibisyonu

Inhibitrler enzime baglanarak, enzimin reaksiyon hizi iizerindeki etkisinin azalmasma yol
agan maddelerdir. Enzimin inhibitdrleri iki gruba ayrilir;

eTersinir inhibitdrler: Enzime zayif badlarla baglanan, etkileri tersinir olan inhibitdrlerdir.
Konsantrasyonlar1 diisiiriildiigiinde enzimlerden ayrilma egilimi gosterdiklerinden enzim
aktivitesi normal seviyesine doner. Tersinir inhibitdrler enzimde baglandiklar1 yere gbre ikiye
ayrilir;

Rekabet¢i (competitive) inhibitrler; Substratin baglanacag: aktif kisma baglamp
substratm  baglanmasm  engelleyerek  reaksiyon hizm  diigiiriirler.  (Inhibitor
konsantrosyonunun diigiiriilmesi yaninda, substrat konsantrasyonunun artirilmasi da bu
durumda reaksiyon hizim tekrar artirir.)

Rekabetci olmayan (non-competitive) inhibitdrler; Enzimde aktif kismun diginda bir
yere baglanirlar, enzimin konformasyonunu degistirerek reaksiyonu engellerler.

eTersinmez inhibitorler: Enzime sikica, genellikle kovalent baglarla baglanan yada enzim
yapisindaki kovalent baglar parcalayan inhibitdrlerdir, Etkileri tersinmezdir [5],[8].



2.7 Enzim Uretimi

Enzimler hayvansal kaynaklar, bitkisel kaynaklar veya mikroorganizmalardan elde edilir.
Enzimler tiirlerine gore canhlarin belirli hiicrelerinde daha fazla bulunabildigi gibi yine tiiriine
bagh olarak hiicrelerin belirgin kisimlar: da belirli enzimlerce zengindir. Enzimler hiicrelerde
bulunduklar yere gbre ikiye ayrlir;

eHiicre dis1 enzimler: Hiicreler tarafindan digar1 salgilanan enzimlerdir. Elde ediligleri kolay
oldugundan endiistride kullamim alanlari daha yaygindur.

eHiicre i¢i enzimler: Hiicre yapilarma sikica bagh olan ve disariya salgillanmayan
enzimlerdir. Elde edilebilmeleri ve saflagtirimalan igin Oncelikle hiicre zarmin pargalanmasi
gerekmektedir.

Endiistriyel enzimlerin iiretiminde mikroorganizmalardan yararlamlr. Endiistriyel boyutta
enzim {iretimi (Sekil 2.3) en genel hali ile agagida agiklanmugtr.

1) Baslangic Kiiltiirii

eMikroorganizma Segimi:

Uretimde uygun mikroorganizma tiirlinfin segimi biiyilk Omem tagir. Segilecek
mikroorganizmanm soz konusu enzimi bol miktarda iiretiyor olmas: ilk sarttir. Segimde
Onemli olan difer parametreler ise: fermantasyon siiresi; mikroorganizmamn hiicre i¢i veya
hiicre dig1 enzim iiretecek olmasi; toksit madde veya antibiyotik iiretiyor olmamasi; ucuz besi
ortaminda ¢ogalabilmesi, olarak siralanabilir.

eBesiyeri (Substrat):

Teknik besi ortaminda bulunmas: gereken 6nemli bilesenler;

= Karbonhidratlar (C- ve Enerji kaynagi): Tahil kiispesi, soya kiispesi, bugday ve piring
kepegi, melas, patates nisastasi en fazla kullamlan karbonhidrat kaynagidir.

» Organik Azot (Amino asit): Balik unu, jelatin, kazein, kepek, peptonlar, soya kiispesi.

= Biiyiime maddeleri ve iz elementler: Maya ekstrati, bitkisel yaglar, yagh tohum kiispesi,
kepek
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Sekil 2.3 Endiisriyel enzim {iretimi




2)Fermentasyon

Mikroorganizma kaynakl enzimlerin fermentasyonunda iki teknik kullaniimaktadr.

eYiizey Kijltiir Teknigi:
Besiyeri (substrat) hazirlandiktan sonra steril kogullarda tepsilere serilir. Besi ortam genelde
kat1 veya yar kat1 karakterdedir. Uretim igin segilen mikroorganizma besiyeri iizerine ekilir.

Bu teknikte mikroorganizma besi ortammin yiizeyinde gogalir ve yiizeyde mikroorganizma
hiicreleri ve bunlarm metabolitlerinden ibaret bir tabaka olusur.

e Derin Kiiltiir Teknigi:
Mikroorganizmalar bioreaktbre (kesikli, mekanik karigtirmali) besiyeri ile birlikte beslenerek
(aerobik ortamda) iiremeye birakilir. Derin kiiltiir tekniginde hiicreler ¢bzelti iginde gogalir.

3)Hiicre ayirma

Fermentasyon sona erdiginde istenilen enzimi igeren kisim besiyerinin §zelliine gore
ekstraksiyon, filtrasyon veya santrifiijleme tekniklerinden wygun olam kullamlarak aymbr.
Hiicre dis1 enzim iiretilmigse sulu faz (ektrat veya filtrat), hiicre i¢i enzim iiretilmisse kat1 faz
(biomas) aluur.

4)Hiicre parcalama

Hiicre i¢i enzimin olugumu durumunda enzimin serbest hale gegebilmesi i¢in Oncelikle hiicre
zarmin pargalanmasi gerekmektedir. Bu amagla en ¢ok kullanlan ydntemler; presleme,
homojenizasyon, kati kirma, soguk sok, alkali ile muamele ve ultrasonikasyondur. Hiicre
parcalama iglemi tamamlandiktan sonra enzim uygun bir tampon ¢ozelti ile ekstrakte edilir.
Kat1 kiitlelerin ayrilmasinda ise yine santrifiijleme veya filtrasyon tekniklerinden uygun olam
kullanihr.

5)Uriin konsantrasyonu

Daha derisik bir iriin elde etmek amaciyla enzimi iceren sv1 faz, evaporasyon veya
ultrafiltrasyon iglemi ile derisiklendirilir.



6)Saflastirma

Enzim g¢ozeltisi igerisindeki safsizhklarm giderilmesi i¢in kullanilan en yaygm ySntemler;
fraksiyonel ¢6ktiirme, kristalizasyon ve seri filtrasyon iglemleridir.

7)Uriin formiilasyonu

Safsizliklan giderilen iiriin igerisine koruyucu maddeler ilave edilerek sivi veya kurutularak
(pliskiirtiiciilii kurutucu, akiskan yatak metodu veya vakum kurutma) kat1 graniiller halinde
kullanima hazir hale getirilir (Cetin, 1983; Telefoncu, 1995; [9]).

2.8 Enzimlerin Uygulama Alanlan
Kimyasal katalizOrlere gore pek ¢ok avantaji olan enzimlerin endiistride kullanwm
teknolojinin geligimi ile izl bir sekilde artmaktadwr. Asagidaki tabloda endiistride engok

kullanilan enzimler ve kullarim alanlan kisaca Szetlenmistir.

Cizelge 2.1 Cesitli enzimler ve endiistiride uygulama alanlan (Cetin, 1983; Telefoncu, 1995)

Enzim Uygulama alanlan

Proteaz Protein hidroliz eden hiicre disi enzim Oziitleridir. Gida endiistirisinde
(bugday proteinlerinin modifikasyonunda, etin gevreklestirilmesinde,
peynir  endiistrisinde  baglatic1),  i¢ecek sanayi  (biralarin
berraklagtinlmasinda), hayvan yem sanayi (balbk atiklarmm
degerlendirilmesinde), deterjan endiistirisi, selilloz ve kagit endiistirisi,
deri endiistirisi

Seliilaz Selillozu glikoza hidroliz eden enzimlerdir. Tekstil endiistrisi, deterjan
endiistrisi, hayvan yem sanayi. Tarmmsal atiklardan glikoz liretiminde,
eczacilik (sindirimi kolaylagtiric1 ilaglarin yapiminda)

a-Amilaz Nigastay: belirli oranda hidroliz ederek ¢oziiniirlestirir, Tekstil endiistrisi,
deterjan sanayi, gida endiistrisi (tatlandirici eldesi i¢in), atik su artim
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Cizelge 2.1 (Devam)
Enzim Uygulama alanlan

Lipaz Yaglan yag asitlerine hidrolizler. Gida endiistrisi (yaglarm hidrolizi, siit
iirlinlerinin koku ve tadim geligtirmede), eczacihk (sindirimi
kolaylagtmic1 ilaglarn yapmminda), bayvan yem sanayi, deterjan sanayi,
kagit endiistrisi, deri sanayi

Hemi-seliillaz | Gida endiistirsi (tatlandiric: olarak)

Gliko-amilaz | Nisasta zincirlerini glikoza kadar hidroliz eder. Gida sanayi (nisastadan
glikoz tiretiminde)

Pektinaz Pektin molekiiliinii hidroliz eden enzimdir. Icecek endiistrisi(meyve suyu
iiretiminde verimi arttirmada, meyve suyunun berraklagtiriimasinda)

Laktaz Laktozu glikoz ve galaktoza hidroliz eder. Gida sanayi (laktozsuz siit
firetiminde, peynir alt1 sularinin degerlendirilmesinde)

Glikoz- Glikozu fruktoza déniistiiriir. Gida sanayi (gekerleme, ¢ikolata, regel ve

izomeraz marmelat iiretiminde)

Pullulanaz Gida endiistrisi (musr ve tahildan yapilmg kahvaltihk gidalarda,
tatlandinct olarak), icecek sanayi (igecek ve megrubatlarda)

Katalaz H0, - H0 + % 0, reaksiyonunu katalizler. Gida endiistrisi
(konservelerde glikoz oksidaz enzimi ile birlikte oksijen ¢ikarici olarak
ve siitlerin soguk pastOrizasyonunda)

Invertaz Sakkorozu glikoz ve fruktoza hidroliz eder. Gida samayi (regel,
marmelad, ¢ikolata ve dondurma iretiminde kristallenmeyi Onleyici
olarak)

Keratinaz Keratin katmanlarim hidroliz eder. Tekstil sanayi, deri sanayi (killarin
deriden ayrilmasinda)

Tripsin ve Peptid ve proteinleri hidroliz eder. Gida sanayi (etlerin

Papain gevreklestirilmesinde), icecek sanayi (biralarin berraklagtirimasinda),
eczaciik (sindirimi kolaylagtiric: ilaglarin yapiminda)

Pepsin Proteinlerin peptid baflarm hidroliz eder. Igecek sanayi (sarapgilikta,
biralarm bulanikliifmn gideriminde), eczaciik (sindirimi kolaylastirici
ilaglarm yapiminda)

Penisilinaz Penisilini penisiloik aside hidroliz eder. Tip (penisilin zehirlenmelerinde)
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» NISASTA
i.1 Nisastamin Yapisi

Jisasta [(CeH10Os)al, bitki yumru ve tohumlarinda yart kristal tanecikler seklinde depolanan,
rapt olarak yiiksek mertebeli glikoz polimerlerinden olugmus bir polisakarittir. Misir, bugday,

yatates ve piring nigasta i¢in dnemli kaynaklardir.

Jigasta amiloz ve amilopektin olarak adlandirilan iki tir polimerden olugmustur. Amiloz
lisastanin yaklagik %20-30’unu olugturan, a(1-4) glikozik baglarla bagl glikoz initeleri
ceren (molekiil bagma 4-5 dallanma noktasi veren), nigastanin diiz zincirli bilegenidir (Sekil
3.1). Nisastanmn %70-80’ini olugturan amilopektin ise o(1-4) glikozik baglarla bagh ve a(1-6)
saglar ile dallanan (molekiil bagma 250 dallanma noktast verir) glikoz {initeleri igeren bir

solimerdir (Sekil 3.2) (Wang, 1999; [10]).

Sekil 3.1 Amiloz molekilii [10]



12

Sekil 3.2 Amilopektin molekiilii [10]

2 Nigastamin Hidrolizlenmesi

isasta Onemli bir biopolimer olup, bircok endiistride kullanilmaktadir (gida endiistrisi;
tlandirict suruplarin eldesi, tekstil endiistrisi; hagillama prosesinde, kimya endiistrisi; etanol
etimi, yapistirict tiretimi, kagit sanayi vs.). Nigastanin endiistride ¢ok amagcli kullanilabilir
r madde olmasim saglayan en onemli dzelligi, glikoz birimleri arasindaki baglarmnmn asitler
wya enzimlerle hidroliz edilebilmesidir. Nisasta depolimerizasyonu Gzellikle tatlandirict
etiminde 6nemli bir proses olarak geligmistir (Park ve Rollings, 1994; Reed ve Underkofler,
)66).
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Nigastanin hidrolizlenerek dekstrin, maltotrioz, maltoz veya glikoza doniigtiiriiimesiyle,
tatlandircilan1 sadece geker pancan veya seker kamisindan degil, nisasta iceren bitkilerden
tiretmekte miimkiindiir. Gidalarin tatlandirilmasinda glikoz, potansiyel olarak seker pancan
veya seker kamigindan elde edilen sekere gore ¢ok daha ucuz olmasmn yaninda daha tath
olan fruktoza (enzimlerle) kismen veya tamamen doniigtiiriilebilir ki bunu kimyasal olarak
gergeklestirmek miimkiin degildir (Wang, 1999; Wood ve Pickering, 1982).

Nigastanin gekere asidik ve enzimatik hidrolizlenmesi 19. yiizyildan beri bilinmektedir.
Nisastanmm asit ile hidrolizlenmesinde; nigasta ¢6zeltisinin pH’1, HCl kullanilarak 1.8’e
ayarlanr ve ¢Ozelti 20-30 dakika icin 120°C’ye ismibr. Asit hidrolizlenmesi ile iiriin
spesifikasyonunu kontrol etmek ¢ok zordur. Hidrolizat ¢Gzeltisi ise ac1 ve tuzludur. Bu
nedenle enzimler nigastann tatlandirimasinda asidin yerini almiglardir. Enzimlerin kullanmm
ile degisik karakteristiklerde seker ve nigasta suruplari elde etmek miimkiindiir (Reed ve
Underkofler, 1966; www.europabio.org). Gergekte, farkh gida endiistrileri farkh glikoz-
fruktoz oraninda surup talep eder (Wood ve Pickering, 1982).

Genellikle enzimatik hidrolizZlenme iki asama ile gerceklesen bir prosestir. Sivilastirma
olarak adlandirilan birinci agamada; nisasta ¢ozeltisi 100°C’nin fizerine sitihr ve 1siya
dayamkh bakteriyel amilaz (Bacillus Licheniformis) ile igleme tabi tutulur. Bu enzim
nigastadaki birka¢ glikozidik bagi hidrolizleyerek dekstrin iiretir ve ¢bzelti viskozitesini
diigiiriir. Tatlandirma olarak adlandmlan ikinci agamada dekstrin pargalamr. Bu agamada
fungal o-amilaz kullanlarak dekstrin maltoza, amiloglikoz enzimi kullamlarakta maltoz
serbest glikoza doniigtiiriiliir. Prosesin bu kismu 50-60°C arasinda gergeklestirilir. Nigasta
pargalanmasmda son iirlin olan glikozu daha tath olan fruktoza domniigtiiriilmesi iglemi
izomerizasyon olarak adlandirilir. Bu proses tatlandirma isleminden sonra 60°C’de glikoz
izomeraz enzimi kullamlarak gergeklestirilir. Nisastanin enzimatik hidrolizlenmesi sematik
olarak Sekil 3.3’de verilmigtir (Delphine vd., 1999; Wood ve Pickering, 1982).
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—> Nisasta Cozeltisi
H Sivilagtirma Bakteriyel amilaz, 105°C
i v
(1 Dekstrin
0
1 | Tatlandirma ! Fungal amilaz, 50-60°C
i
z Maltoz
l Glikoamilaz, 50-60°C
, ; Glikoz
Kismi izomerizasyon l Glikoz izomeraz, 60°C
Fruktoz + Glikoz
Fruktoz surubu

Sekil 3.3 Nigasta hidrolizlenmesi (Fruktoz eldesi)
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4. AMILAZ ENZIiMLERI VE GENEL OZELLIKLERIi

Amilaz enzimleri, hidrolazlar grubunda, glikozidik baglara parcalayan karbohidrolazlar alt
grubunun iiyeleridir. Polisakkaridazlar olarak da adlandmlirlar. Amiloz, amilopektin, glikojen
ve maltooligasakkaridlerdeki o(1-3), a(1-4), a(1-6) glikozidik baglarm: hidrolizleyen genis
bir ailedirler. Onemli bir polisakkarit olan nisastay: parcalarlar (Yiiceer, 2000).

Endiistride yaygm olarak kuflanilan {i¢ tip amilaz enzimi vardir. a-Amilaz, B-amilaz ve gliko
amilaz.

4.1 a-Amilaz

Dogada birgok organizma tarafindan yaygmn olarak sentezlenir. Ticari olarak bakterilerden
(Bacillus Subtilis, Bacillus Diastaticus) ve mantarlardan (Aspergillus Oryzae, Aspergillus
Niger) iiretilir. Nisastadaki a(1-4) glikozidik baglarm hidrolizleyerek nigastayr daba diisiik
molekiillii {iriinlere doniigtiiriir. Bakteriyel kaynakh a-amilazlar hidroliz {iriinii olarak dekstrin
olustururlar ve sivilagtirict enzim olarak isimlendirilirler. Fungal a-amilazlar ise tatlandirici
enzimler olarak isimlendirilir ve hidroliz iiriinii olarak disakkarid olan maltozu olustururlar
(Casida, 1968; Tauber, 1949; Wang, 1999).

4.1.1 a-Amilaz’in Kimyasal Yapis1
a—Amilazin fizikokimyasal &zellikleri ve etki mekanizmasi enzimin iiretildigi kaynaga goére

degisiklik gosterir. o-Amilaz enziminin igerdifi aminoasitler ve aminoasit kompozisyonu,
Cizelge 4.1°de verilmigtir (Yiiceer, 2000).
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Cizelge 4.1 a-Amilaz enziminin aminoasit kompozisyonu (Yiiceer, 2000)

Mol miktar
Aminoasit adh (mol aminoasit/mol protein)
Aspartik asit 51
Treonin 21
Serin 33
Glutamik asit 31
Prolin 9
Glisin 26
Alanin 28
Valin 16
Metiyonin 5
Izol5sin 19
Losin 19
Tirozin 13
Fenilalanin 11
Lizin 14
Histidin 10
Arginin 12
Triptofan 11
Sistein 1
Toplam 330

4.1.2 o—Amilazin Endiistriyel Uygulamalan

Nigastasiun swvilagtinimasinda kullamlan o-amilazin teknik uygulamasi olduk¢a yaygwndir.
Guda, kimya, tekstil ve deterjan gibi cesitli endiistri dallarinda giin gectik¢e artan miktarlarda
kullamimaktadir.

o-Amilazmn baghca kullanim alanlari ise g6yledir;
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eEkmek firetimi

e Alkollii icecek iiretimi

oCikolata tiretiminde surup eldesi
eBebek gidalarimin hazirlanmas:
eSeker ve tatlandiric: surup eldesi
eKumaglardan hagil s6kme iglemi
ePiire ve gorbalarin sivilagtiriimasi
Bira {iretimi

eDeterjan iiretimi

o Kagit liretimi

eNisasta bazh yapistiricilarin hazirlanmasi (Yiiceer, 2000; Casida, 1968).

4.2 B-Amilaz

Arpa taneciklerinde, birgok tohumda, patateste ve benzeri bitkilerde bulunur. Coziiniir
nigastay1 ¢ok kisa zamanda maltoza doniigtiiriir. a-Amilaz enzimleri gibi nigastadaki «-(1-4)
glikozidik baglar1 hidrolizler. Nisastadaki amiloz bilesifini tamamen pargalar, amilopektini
kismen hidrolizler. Son liiriin olarak mailtoz olugturdukiart icin tatlandirici enzim
smmfindadirlar (Tauber, 1949).

4.3 Gliko Amilaz

Gliko amilaz (a(1-4) glukanhidrolaz), nigastadaki o(1-4) ve o(1-6) glikozidik baglan
hidrolizler. Glikoz monomeri olugturur. Fungal amilaz ve gliko amilaz nisastayr basit
sekerlere indirgemekte birlikte kullamlabilir, Ozellikle saf glikoz istendigi durumlar igin gliko
amilaz ve a-amilaz ardigik islem olarak kullambir (Wang, 1999; Yiiceer, 2000).
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5. a-AMILAZ ILE iLGILi CALISMALAR

Endiistride kullanidlan enzimler i¢in optimum sartlarin belirlenmesi birgok aragtirmacmin
ilgisini ¢eken bir konu olmustur. Asagida a-amilaz enzimi ile yapilan bazi ¢aliymalar kisaca
Ozetlenmigtir.

Ozbek ve Yiiceer (2001) tarafindan yapilan ¢ahsmada; Bacillus Substilis kaynakh a-amilaz
enzimi ile bugday nigastasmun hidrolizine pH, sicakhk, karstirici hiz, viskozite, enzim
miktar,, zaman ve hidroliz iiriinlerinin etkisi incelenmigtir. Hidroliz iglemi i¢in optimum
sicaklik 60°C, pH 6.5 ve kanstirict hiz1 300 rpm olarak belirlenmis; bu kosullarda 2.5 ml/i
oraninda enzim iceren %1 nigasta ¢bzeltisi ile gergeklestirilen reaksiyon sonucunda, hidroliz
derecesinin %40 oldugu enzimin ise aktivitesini % 48 kaybettigi saptanmugtir.

Marchal vd.(1999) tarafindan yapilan ¢ahsmada; Bacillus Licheniformis kaynakh o-amilaz
enzimi ile amilopektin patates nigastasmin farkh endiistriyel sartlar igin hidrolizlenmesi
aragtinilrmg, parametreler; pH 5.6-7.6 araliginda, kalsiyum ilavesi 0-120 pg/g arahfmnda,
sicaklik 63-97°C arahignda, substrat konsantrasyonu %3-37 (agwhk/agrhk) arabgmnda, enzim
miktar1 27.6-372.4 plkg arahfmda ve kangtirici hizi 0-200 rpm arahinda incelenmistir.
Yitksek hidroliz derecesinin yiiksek sicaklik (90°C) ve diigiik pH (6) degerinde gergeklestigi
saptanmgtir, Yiiksek pH degerlerinde hidrolizlenme i¢in maksimum sicakhigm daha digiik
derecelere kaydig1 belirlenmis, en diigiik hidroliz hiz1 90°C sicaklikta pH 7°de elde edilmistir.
Hidroliz derecesinin enzim miktari ile arttifi, hidrolizlenme i¢in enzim miktan ile sicakhk ve
pH arasinda interaktif bir etkilesimin oldugu, yiiksek enzim konsantrasyonlarinda (300 ul’kg)
sicakhifmn hidroliz hizim diiglik enzim konsantrasyonlarma (100 ulkg) gore daha fazla
arttirdifs belirlenmigtir, Ayrica, yiiksek konsantrasyonlarda kalsiyum ilavesinin maksimum
hidroliz i¢in sicakh diiglirdiigii, kalsiyum konsantrasyonu ile sicaklik arasinda da interaktif
bir etkilesim oldufu, karstirict lzi degigiminin reaksiyon hizm fazla etkilemedigi, substrat
veya iirlin inhibisyonu olmadif saptanmugtir.

Textor vd. (1998) tarafindan yapilan g¢alismada; kaynaklan farkh ii¢ o-amilaz enzimi
kullamilarak (Bacillus kaynakh bakteriyel amilaz, Aspergillus Orayze kaynakh fungal amilaz
ve arpa kaynakh bitkisel amilaz) degigik sicaklik, pH, enzim ve substrat konsantrasyonlarinda
bugday nisastasmmn hidrolizi incelenmistir. pH 5.5°da, 26°C’de, 3mg/ml nigasta ve 8mg/ml
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enzim konsantrasyonu ile gergeklestirilen deneyler sonucunda bakteriyel amilazin 6 saatte
nisastada %95, arpadan elde edilen amilazin %75, fungal amilazin ise %30 bozunma sagladig1
tesbit edilmistir. Aym sartlarda (pH 5.5’da, 26°C’de 3 mg/ml nisasta konsantrasyonunda, 6
saat sliresince) farklh enzim konsantrasyonlari kullanilarak gergeklestirilen deneyler
sonucunda arpa kaynakl: amilaz i¢in kinetik olarak maksimum aktivite; 2.7 mg enzim/mg
nisasta oraninda %75 hidroliz derecesi ile, bakteriyel amilaz i¢in 1.3 mg enzim/mg nigasta
oraninda %100 hidroliz derecesi ile elde edilmigtir. Fungal amilaz ile gergeklestirilen
deneylerde ise hidroliz derecesi enzim konsantrasyonu ile degisim gdstermemis, her
konsantrasyon igin yaklagtk %25 hidrolizlenme elde edilmigtir. Bakteri kaynakli amilaz
enzimi aym sartlarda arpa kaynakli amilaz enzimine gore daha yiiksek hidroliz derecesi
saglarken, arpa kaynakli enzimin digerine gére daha ucuz olmast bu proses i¢in uygun enzim
olarak segilmesine neden olmugtur. Arpa kaynakli enzim kullaniminda hidroliz iglemi igin
optimum sartlann belirlenmesi amac1 ile yapilan deneyler sonucunda pH 4.5’da, 45°C
sicaklikta 8 mg/ml konsantrasyonunda enzim kullanildiginda 3 saat sonunda hidroliz derecesi
%98 olarak bulunmustur.

Hill vd. (1997) tarafindan yapilan ¢aligmada; bakteriyel ve arpa kaynakli a-amilaz enzimleri
ile bugday nigastasimn hidrolizlenmesinde glikoz ve maltozun etkisi incelenmistir. 45°C°de
30 g/l substrat konsantrasyonu igin, 8 g/l konsantrasyonunda enzim kullanilarak
gergeklestirilen deneylerde glikoz ve maltoz konsantrasyonu 0 ile 400 g/l arasinda
degistirilmig, maltoz ve glikozun her iki enziminde katalitik aktivitesini aym sekilde inhibe
ettigi saptanmstir.

Salieri vd. (1995) tarafindan gergeklestirilen deneysel ¢alismada; Bacillus Licheniformis
kaynakl a-amilaz enziminin katalitik aktivitesine ortamda bulunan ¢egitli metal iyonlarinin
etkisi incelenmigtir. 30°C’de, pH 5.9 fosfat tamponunda, 40g/] nigasta konsantrasyonu igin 20
LU./ml amilaz ile gergeklestirilen deneyler sonucunda, Hg™, Cu*?, Ag*!, Cd*? iyonlannmn
diigiik konsantrasyonlarda enzimi %100 inhibe ettigi, Zn'%, Mn'% Co*?, Ni*? iyonlannmn
yliksek konsantrasyonlarda diisiik inhibitdr etkisi gosterdigi saptanmugtir.

Bajpai vd. (1992) tarafindan yapilan ¢aligmada; Bacillus kaynakh o-amilaz {iretimi igin,
karbon kayna$: olarak peynir alti suyu kullanilmig, yapilan optimizasyon sonucunda iiretim
icin optimum ortam igerigi %2 musir nigastasi, %3 musir gluteni, %1 MgS04.7H,0, %0.1
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KH2POj4, %0.2 NaCl ve %0.02 CaCl, olarak bulunmugtur, Ayrica galigmada iiretim ortaminin
pH’inmn hiicre konsantrasyonuna etkisi de incelenmis, pH 6’ya kadar hiicre iiremesi artarken
pH 6’dan sonra iiremenin durdufu ancak enzim stabilitesinin pH 9’a kadar bir degigim
gostermedigi (azalmadagi) saptanmugtr.

Komolprasert ve Ofoli (1991) tarafindan yapilan ¢aligmada; Bacillus Licheniformis kaynakli
a-amilaz enzimi ile musir nigastasinin hidrolizinde nigasta konsantrasyonunun etkisi S
incelenmigtir. Diigiik nigasta konsantrasyonlan i¢in (%1-8 agirhik/agirlik) deneyler pH 6°da
100°C°de kesikli reaktdrde, 300 saniye siiresince, yiiksek nisasta konsantrasyonlan igin
deneyler pH 6°da 95°C sicaklikta siirekli reaktdrde 600 saniye siiresince gergeklestirilmigtir.
Caligmada diisiik nisasta konsantrasyonlarinda hidrolizlenmenin klasik Michaelis-Menten
modeli ile ifade edilebilecegi, yiiksek nigasta konsantrasyonlarinda ise hidroliz derecesinin
ampirik birinci mertebe model ile ifade edilmesinin gerektigi saptanmugtir,

Colonna vd. (1988) tarafindan gergeklestirilen ¢aliymada; bugday nigastasinin hidrolizinde
Bacillus Subtilis kaynakh o-amilaz enzim konsantrasyonunun hidroliz derecesine etkisi
incelenmigtir. 35°C°de, pH 7’de, 40 ml fosfat tamponunda 1g substrat kullanilarak 30 saat
stiresince gergeklestirilen deneylerde enzim konsantrasyonu 2 ile 189 pg/ml arasinda
degistirilmis, kisa zaman aralif1 igin (5 saate kadar) hidrolizlenmenin enzim konsantrasyonu
ile lineer olarak degistigi saptanmugtir. 142 pg/ml enzim konsantrasyonundan sonra
189 pg/ml’ye kadar konsantrasyon degisimi kinetik olarak fazla degisiklik g6stermemistir.
189 ug/ml enzim konsantrasyonu igin 26 saat sonunda hidroliz derecesinin %98 oldugu
goriilmiigtiir.

Handa (1983) tarafindan gergeklestirilen deneysel ¢aligmada; poliakrilonitril ile immobilize
edilmig Bacillus kaynakh a-amilaz enzimi i¢in ¢6ziiniir nigasta ile gergeklestirilen deneylerde
optimum pH ve sicaklik arahid1 incelenmig, aym kogullarda normal enzim igin optimum pH
aralify 5-7.5, immobilize enzim i¢in 5.5-7.5 olarak, optimum sicaklik aralis normal enzim
igin 55-75°C, immobilize enzim i¢in 50-75°C olarak bulunmustur.

Pye ve Wingard (1973) tarafindan yapilan ¢aligmada; Bacillus Licheniformis ve Bacillus
Subtilis kaynakh o-amilaz enzimleri igin optimum g¢aligma sicakliklari ve pH arahig

belirlenmis, ayrica Ca'? ilavesinin aktiviteye etkileri incelenmistir. %0.5 musir nigastasi
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¢Ozeltisi ve 4 mM kalsiyum iyonu ilavesi ile pH 5.7°de gergeklestirilen deneyler sonucunda
optimum ¢ahsma sicaklifmin, Bacillus Licheniformis kaynakli a-amilaz enzimi igin 92°C,
Bacillus Subtilis kaynakh o-amilaz enzimi icin 70°C oldugu saptanmustir, Her iki enzim
icinde optimum pH ¢alisma arahmin sicakhk artigiyla daraldign belirlenmis; 37, 60 ve
95%C’de gergeklestirilen deneyler igin Bacillus Licheniformis kaynakli a-amilaz enzimi igin
optimum pH araligimn sirastyla 5.5-7.5, 4.5-7.5 ve 6-7.5; Bacillus Subtilis kaynakli o-amilaz
enzimi i¢in ise 5-7, 5.5-6.5 ve 6.5-7 oldugu saptanmugtir. Kalsiyum ilavesi ile enzim
kararhhiginm arttifs belirlenmis, 70°C’de pH 7’de kalsiyum iyonlar ile stabilitede doygunluk
konsantrasyonunun %0.1°lik Bacillus Licheniformis kaynakh o-amilaz enzim ¢6zeltisi igin 5
ppm’den az, aym gartlarda Bacillus Subtilis kaynakh a-amilaz enzim i¢inse 150 ppm oldugu
saptanmustir,
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6. MATERYAL VE YONTEM

6.1 Kullamilan Materyaller

» o-Amilaz enzimi

o Misir nigastast

o COziiniir nisasta

» Gliserin

e Maltoz

» Glikoz

e CaCl,

e Etanol

oKimyasal maddeler (%0.5 ve %15°lik I, , %0.5 ve %5°lik K1, 5 M HCI, ve 50 mM CH3;COONa)
e Saf'su

Misir nigastasinin hidroliz isleminde kullamlan Bacillus kaynakh o-amilaz enzimi (iiriin kodu:
A6211) ticari bir enzim olup toz preparat halinde Sigma firmasindan saglanmi§ ve ¢aligmalar
stiresince derin dondurucuda saklanmstir. Hidroliz iglemi igin kullanilan misir nigastas: (iirtin no:
569377) Calbiochem firmasindan, aktivite tayininde kullanilan ¢Oziiniir nigasta (Extra pure
soluble starch, firiin no: 101253), hidroliz reaksiyonuna ve enzim aktivitesine etkilerini incelemek
i¢in kullanilan; maltoz (iiriin no: 1.05912), glikoz (iiriin no: 1.08337), gliserin (iiriin no: 1.04093)
ve etanol (iirlin no: 108543) Merck firmasindan, CaCl, (iirlin no: 0064) ise J.T.Baker firmasindan
saglanmis olup laboratuvar gartlarinda saklanmigtir. Deneyler sirasinda ¢dzeltinin pH’1 0.1 M
KOH ve 0.1 M HCI ¢6zeltileri kullamlarak ayarlanmigtir,

6.2 Kullamilan Cihazlar

Bu ¢alismada, Sanyo Gallenkamp firmas: tarafindan tiretilen modiiler biyoreaktér sistemi (FER-
195-010) kullanilmugtir. Bu sistem, bir biyoreaktdr ile kangtinc: hizi, sicaklik ve pH’1 kontrol
eden modiillerden olugmaktadir. Ayrica, enzim aktivite tayini i¢in 40°C’ye ayarlanmuis bir su
banyosu ve Smeklerin absorbans degerlerini okumak i¢in de Shimadzu marka UV-150-02 c¢ift



sinlt Spektrofotometre kullanilmigtir. Deneylerde kullanilan deney diizeneginin genel goriiniisi

sekil 6.1°de, semast ise $ekil 6.2”de verilmigtir.

Sekil 6.1 Deney diizeneginin genel goriiniisii
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A: Ornek alma kab1 E : Termistor I :Termometre

B : Asit girisi F : Isttica : Engeller

C : Baz girisi G : Motor N : Ornek alma vanasi
D : pH ¢lektrodu H : Karigtiric1 kanatlar

Sekil 6.2 Biyoreaktor ve kontrol modiillerinin gemasi
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6.2.1 Kangtirmah biyoreaktor

Kullamlan biyoreaktor 1 litre hacminde, gelik kapakhi ve yuvarlak tabanh, tiim pargalan
paslanmaz gelikten yapilmig, pyrex cam bir reaktdrdiir. Biyoreaktoriin kapag: {izerinde problarin
yerlestirilmesi ve gerekli ilavelerin yapilmasina olanak tamyan girigler (15 adet) bulunmaktadar.
Reaktdrde reaksiyon ¢bzeltisinden 6mek alinabilmesi i¢in bir 6mek vanasi ve kab1 mevcuttur.
Kangtirma, gelik kapaga monte edilen bir kangstirici motor ile gergeklestirilmektedir. Karigtiric
saftinda, alt1 kanatli, reaktor tabanindan yiiksekligi ayarlanabilir Rushton tipi bir kanstinic: palet
mevcuttur. Reaktdrde her biri 1.5 cm geniglifinde dort adet simetrik takihip ¢ikarilabilir engel
vardur. Biyoreaktor ile ilgili komponentler ve boyutlan Cizelge 6.1°de verilmistir,

Cizelge 6.1 Biyoreaktdr ile ilgili bilegenler ve degerleri

Bilegenler Degerler
Reaktor hacmi 1 litre (yuvarlak tabanli)
Reakt6r i¢ cap1 11 cm

Reaktor dis ¢ap1 12.1 cm

Reaktdr yiiksekligi 17 cm

Karigtinc: palet tipi 6 kanatlh Rushton
Kanigtiric1 palet sayisi 1

Karnstiric: palet gap1 48cm

Kangtirici kanat genigligi 14 cm

Kangtiric1 kanat yiiksekligi 1.9cm

Engel sayis1 4

Engel yiiksekligi 135cm

Engel genigligi 1.5cm

Reaktor tabanindan kangtincimin yiiksekligi | 3cm
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6.2.2 Kontrol modiilleri

Deneysel ¢aligmalar sirasinda kangtinici iz, sicaklik ve pH'in kontroliinii saglayan kontrol
modiilleri ve 6zellikleri agagida siralanmigtir:

eKanstinc: iz kontrol modiilii:

Karngtiric: iz : 50-1000 devir/dak
Kangtirnicimotor: 65W, 24V dc

Kangtiric1 hizinin kalibrasyonu bir takometre ile yapimgtir.

oSicakhk kontrol modiili:

Sicaklik :15-90°C

Dogruluk +%1

Isiica tipi ‘dc rezistans

Isttic1 glici 24V dc 100W
Termistor tipi :Yan iletken LMSDZ

Sicaklik kontrol modiiliiniin kalibrasyonu bir termometre yardimi ile yapilmig olup, deney
sirasinda reaktdr igerisindeki sicaklik bu termometre ile kontrol edilmigtir.

epH kontrol modiiki:
pH :0-14 pH
Dogruluk 0,1 pH

Elektrolit :AgCl ile doyurulmug 4M KCl

pH modiliiniin kalibrasyonu, pH 4, pH 7 ve pH10 tampon ¢dzeltileri kullamlarak saglanmigtir.



27

6.3 Deneyin Yapihgi

%1 (agirhik/hacim) nigasta igeren 500 ml saf su, reaksiyonun gergeklestirildigi biyoreaktSrde
istenilen sicaklik ve pH’a getirildikten sonra, 0.7 g enzim ilavesi ile reaksiyon baglatilmigtir.
Isleme baslamadan once ve 30 dakikalik islem siiresi sonunda, ¢ozeltiden &rnekler alinarak,
enzim aktivitesi ve ortamda kalan nisasta miktanmn tayini i¢in hazirlanmigtir. Omeklerin
analizleri 5’er kez tekrar edilmis ve elde edilen degerlerin ortalamalan alinmmgtir.

6.4 Analiz Yontemleri
6.4.1 Enzim aktivite tayini

o-Amilaz aktivite tayini igin 200’{in iizerinde metod geligtirilmig (Oltulu vd., 1999) ve her metod
igin farkl bir aktivite birimi tammlanmigtir (Yoo vd., 1987). Bu galismada, o-amilaz aktivite
tayini De Moraes vd. (1995) tarafindan belirtilen yonteme gore yapilmistir. Substrat olan 0.2 g
¢Oziinebilir nigasta 100 ml’lik 50 mM sodyum asetat tampon ¢6zeltisinde (pH=5.9) kaynatilarak
gﬁiﬁndﬁrﬁldﬁkten sonta 40°C’ye sogutulmus ve sicaklifi bu derecede sabit tutulmustur.
BiyoreaktSrden alinan reaksiyon ¢ozeltisi, kagit siizgegten (589° Blue Ribbon 300211 Schleicher-
Schuell) siiziildiikten sonra ele gegen ¢ozeltiden 200 ul’lik Srnekler deney tiiplerine alinmis ve
bu 6meklere daha dnce hazirlanan substrat ¢dzeltisinden 1 ml ilave edilmigtir. Ayrica kontrol
¢Ozeltisi olarak kullanilan 200 pi saf su lizerinede aym1 miktarda substrat ¢6zeltisi ilave edilmistir.
Daha sonra bu 6mekler 40°C’deki su banyosunda 10 dakika bekletilmigtir. Bu sirada 1 ml iyot
¢6zeltisi (% 0.5 I ve %S5 KI) igeren Iyot stok ¢dzeltisi, S ml SM HCl ilave edilerek 500 ml’e saf
su ile tamamlanmistir. 10 dakika sonunda su banyosundan ¢ikanlan 200 pl’lik 6meklerin {izerine
5 ml fyot stok gozeltisi ilave edilmigtir. Enzim aktivitesi tayini igin elde edilen bu son kangimm
absorbans degerleri, 620 nm dalga boyundaki spektofotometrede referans ¢6zeltisi olarak 200 pl
saf su ve 5 ml Iyot stok ¢6zeltisi kullamlarak okunmugtur. 1 iinite a-amilaz aktivitesi, 10
dakikada 40°C’de 2 mg nigastanin 0.1 mg’im pargalamak igin gerekli olan enzim miktan olarak
tanimlanmigtir (De Moraes vd., 1995; Savag, 1998; Saygili, 1999).
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6.4.2 Nisasta konsantrasyonu tayini

Ortamda kalan nigasta miktarinin tayini igin, biyoreaktdrden ahinan 0.5 ml’lik reaksiyon ¢dzeltisi
omeklerine NaOH ilavesi ile reaksiyon durdurulmus ve enzimin inaktive edilmesi i¢in &mekler
100°C sicaklikta 5 dakika kaynatitmigtir. Daha sonra bu mekler iizerine 5 ml iyot ¢ozeltisi (%15
I, ve %0.5 KI) ilave edilerek son hacim 15 ml’ye saf su ile tamamlanmigtir. C6zeltideki nigasta
konsantrasyonu tayini igin kullanilan bu son karigimin absorbans degeri, 550 nm dalga boyundaki
spektrofotometrede referans ¢ozeltisi olarak 10 ml saf su ve 5 ml iyot ¢6zeltisi kullanilarak
okunmustur (Astolfi-Fitho vd., 1986; Birol, 1997).

6.5 Hesaplamalar
6.5.1 Enzim aktivitesinin hesaplanmas:

Enzim aktivitesinin hesaplanmasinda asagidaki bagintilar kullamlmigtir:

[Ao] = (1 - Ca/ Ca) 6.1)
[A]= (1 ~ Ca/ Cu) (6.2)
[A] =100 * [A1]/ [A] (6.3)
Burada;

Ce : t=0 amindaki ¢5ziiniir nigastanin absorbans degeri

Ca : Islem sonunda (6rneklerin 40°C’deki su banyosunda 10 dakika bekletilme iglemi) ¢6ziiniir
nigastanin absorbans degeri

Cu : Kontrol ¢bzeltisindeki ¢6ziiniir nigastanin absorbans degeri

[Ao] : =0 anindaki enzimin aktivitesi

[A] : Islem sonu enzim aktivitesi

[A] :Islem sonu % enzim aktivitesi
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olarak tanimianmigtir.

6.5.2 Nigasta konsantrasyonunun hesaplanmasi

Nigasta konsantrasyonu tayinlerinde ise agagidaki bagintilar kullaniimigtir:

[Sl] = (Cm / Cso) * [SO] (64)
[H] =100 * (1 - Cs/Cso) (6.5)
Burada;

Cw : =0 anindaki nisastanin absorbans degeri

Ca: Islem sonunda ortamda kalan nigastanin absorbans degeri
[So] : =0 anindaki nigasta konsantrasyonu, g/l

[S1] : Islem sonunda ortamda kalan nisasta konsantrasyonu, g/l
H : % Hidroliz derecesi

olarak tamimlanmigtir.
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7. ARASTIRMA BULGULARI

7.1 Sicakh@m Enzim Aktivitesi ve Hidroliz Uzerindeki Etkisi

Sicaklik artiginin reaksiyon hizim artirdid1 ancak enzimlerinde yapisal olarak bozunmalarina
neden oldugu bilinmektedir. Sicaklik artigimin enzim aktivitesine ve hidroliz derecesine
etkisini incelemek igin %1 (agirlik/hacim) nisasta iceren 500 ml’lik reaksiyon ¢dzeltisi, pH
6.5 ve 300 devir/dak kanstiric1 hizinda, 0.7g enzim ilavesi ile 30-90°C arasinda (5°C’lik
artiglar igin) 30 dakika boyunca hidroliz iglemine tabi tutulmug, reaksiyon sonunda ¢ozeltideki
a-amilaz aktivitesi ve ortamda kalan nigasta konsantrasyonu Bgliim 6.4.1 ve Boliim 6.4.2°de
anlatildig: gibi tayin edilmigtir. Elde edilen degerler Cizelge 7.1°de verilmis ve $ekil 7.1°de
grafiksel olarak sunulmugstur.

Cizelge 7.1 Sicakliga kargilik elde edilen deneysel veriler (pH=6.5, N=300 devir/dak)

% % %
Sicakhk | Hidroliz Derecesi { Enzim Aktivitesi | Enzim Aktivitesi Nisasta
o) (Nisastah ortam) | (Nisastasizortam) | Kons. (g/)
30 2.94 97.81 100 9.71
35 8.00 96.70 98.00 9.20
40 12.10 94.40 97.03 8.79
45 15.11 87.11 93.13 8.49
50 19.4 76.70 83.00 8.06
55 28.20 64.22 73.04 7.18
60 42.03 49.01 64.10 5.80
65 90.00 3.93 17.00 1.01
70 96.91 0.00 0.00 0.31
75 98.63 0.00 0.00 0.13
80 98.59 0.00 0.00 0.14
85 97.67 0.00 0.00 0.23
90 95.17 0.00 0.00 0.48
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Sekil 7.1 %Enzim aktivitesi, %hidroliz derecesi
degisimi (pH=6.5, N=300 devir/dak)

ve nigasta konsantrasyonun sicaklikla

Cizelge 7.1°den de goriildiigii gibi, sicaklik artigtyla hidroliz derecesi artarken reaksiyon sonu

enzim aktivitesi diisiis gostermis, maksimum hidrolizlenme 75°C’de (%98.63) gergeklesirken

65°C*den sonra enzim aktivitesi tamamen sifirlanmistir. 65°C’den sonra enzim aktivitesinin

reaksiyon sonunda sifirlanmasina ragmen hidrolizlenmenin 90°C’ye kadar fazla bir diisiis

gOstermemesi, sicaklik artistyla reaksiyon hizinin ¢ok fazla artmasina ve reaksiyon ¢ozeltisine

enzim ilavesi ile enzimin sicakligin etkisi ile tamamen inaktive olmasi arasinda gegen gok

kisa siirede reaksiyonu gergeklestirmesine baglanmaktadir. Literatiirde, bakteriyel kaynakli ot~
amilazlar igin islem sicakhg 60-75°C olarak verilirken (Godfrey ve Reichelt, 1983), ¢ok kisa
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reaksiyonlar i¢in a-amilaz enzimlerinin 85-95°C’ye kadar kullamilabilecegi belirtilmistir (Pye
ve Wingard, 1973).

o-Amilaz enziminin reaksiyon sartlarma dayamkhhigm inceleyebilmek amaciyla, sicakhk
deneyleri aym sartlarda ortamda nisasta yok iken tekrarlanmig ve sonuglar Cizelge 7.1°de
verilmigtir. Nigastasiz ortamda gergeklestirilen deneyler sonucunda enzim aktivitesinin
sicaklikla degisiminin nigastali deneyler ile paralel oldugu Sekil 7.1°de gériilmektedir.
Nisastasiz ortamda enzim aktivitesinin biraz daha yiiksek bulunmasi, hidrolizlenmenin
olmamasi dolayis1 ile nigasta partikiillerininin ve/veya hidroliz iiriinlerinin enzimi inaktive
etmemesine baglanmaktadir.

Sicakhgin enzim aktivitesi iizerindeki etkisini incelemek i¢in yapilan matematiksel
modelleme sonucunda, nigastali ve nigastasiz ortamda gergeklestirilen deneylerden elde edilen
verilerin (30-70°C sicaklik aralginda) asagidaki bagmtiya uydugu bulunmustur (Quadratik
model, Ozbek ve Ulgen, 2000).

[A] =a+b*T +c*T? (7.1)
T: sicaklik (°C)
Esitlik 7.1°deki a, b ve ¢ katsayilar1 Curve Expert 1.3 program kullanilarak;

eNigastali ortamda gergeklestirilen deneyler igin,
a: 10.9716

b: 5.2269 (°C)"

¢:-0.0783 (°C)*

eNigastasiz ortamda gergeklestirilen deneyler igin,
a: -28.0325

b: 6.9555 (°C)”

¢: -0.0938 (°C)*
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olarak hesaplanmustir. Ayrica elde edilen verilere ait yapilan istatiksel analiz sonucunda
standart sapma () ve regresyon katsayisi (R%) degerleri sirasiyla nisastali enzim aktivitesi
modeli i¢in 7.6363 ve 0.9850, nigastasiz enzim aktivitesi modeli igin 7.2572 ve 0.9854 olarak

bulunmugtur.

Reaksiyon sonucu ortamda kalan nigasta miktarinin (hidrolizlenmeyen) sicaklik artigina kargi
degisimi incelendiginde, elde edilen deneysel verilerin (30-70°C sicaklik araliginda) Hill vd.
(1997) tarafindan geligtirilen agagidaki bagintiya uydugu goriilmiistiir.

[S1] = [So] — a*exp(-b*T) (7.2)
Bu denklemde [So], t=0 anindaki ortamdaki nisasta konsantrasyonu olup 10 g/1 dir.
Esitlik 7.2’deki a ve b degerleri Curve Expert 1.3 programi kullanilarak ;

a: 0.0638 (g nisasta/l)
b:-0.0729 (°C)*

olarak hesaplanmigtir. Ayrica elde edilen verilere ait yapilan istatiksel analiz sonucunda
modele ait standart sapma (c) ve regresyon katsayist (R?) degerleri sirasi ile 0.7651 ve 0.9812
olarak bulunmugtur.

7.2 pH’in Enzim Aktivitesi ve Hidroliz Uzerindeki Etkisi

Literatiirde, pH degisiminin protein yapisini modifiye ettii, enzimatik reaksiyonlarda enzim-
substrat baglanmasin1 dolayisiyla reaksiyonun Kkatalizlenmesini ayni zamanda enzim
stabilitesini etkiledigi belirtilmigtir (Chitnis ve Sadana, 1989). Bakteriyel amilazlarin asidik
ortamlarda aktivitelerini yitirdigi bilinmektedir (Textor vd., 1998).

Asidik ve bazik ortamin enzim aktivitesine ve hidroliz reaksiyonuna etkisini incelemek igin
%]1 (agirlik/hacim) nigasta iceren 500 ml’lik reaksiyon ¢dzeltisi, pH 4.5-9 araliginda (0.5°lik
pH artiglan igin), 60°C sicaklik ve 300 devir/dak kanistirict hizinda, 0.7 g enzim ilavesi ile 30
dakika boyunca hidroliz iglemine tabi tutulmustur. Elde edilen sonuglar Cizelge 7.2 verilmis
ve Sekil 7.2°de grafiksel olarak sunulmustur.
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Cizelge 7.2 pH’a kargilik elde edilen deneysel veriler (T=60°C, N=300 devir/dak)

% % %
PH | Hidroliz Derecesi | Enzim Aktivitesi | Enzim Aktivitesi Nisasta
(Nigastah ortam) | (Nisastasiz ortam) Kons. (g/)

4.0 0.00 0.00 0.00 10.00
4.5 26.67 0.00 0.00 7.33
5.0 44.00 0.00 0.00 5.60
35 46.20 0.00 0.00 5.38
6.0 46.51 16.70 22.80 535
6.5 42.03 49.01 64.10 5.80
7.0 3891 61.22 72.00 6.11
7.5 32.00 70.04 76.81 6.80
8.0 2323 78.00 81.12 7.68
8.5 14.08 81.72 84.80 8.60
9.0 4.00 86.00 87.10 9.60

Sekil 7.2’den de goriildiigii gibi, hidroliz iglemi i¢in optimum pH arahg: 5-7 olarak
bulunmugtur. Reaksiyon sonu enzim aktivitesi asidik ortamda sifirlanirken (pH<6), bazik
ortamda enzimin stabilitesini korudugu gézlemlenmigtir. Fakat enzim stabilitesini korudugu
halde reaksiyonu katalizleyememis ve pH 7°'den sonra hidroliz derecesinde diisiis
goriilmiistiir. Literatlirde, o-amilazlar ile hidroliz iglemi igin optimum pH arali1 5-7.5 olarak
verilmis (Godfrey ve Reichelt, 1983) ve stabilitelerini pH 6-10 araliginda koruyabilecekleri
belirtilmigtir (Bajpai vd., 1992).

o-Amilaz enziminin reaksiyon sartlarina dayanikhligimi inceleyebilmek amaciyla, pH
deneyleri nigastasiz ortamda ayn: sartlarda tekrarlanmigtir. Enzim aktivitesi i¢in elde edilen
degerler Cizelge 7.2 verilmig ve Sekil 7.2’de grafiksel olarak sunulmustur. Sekil 7.2’den
nisastali ve nigastasiz ortamda gergeklestirilen deneyler i¢in sonuglarin birbirine paralel
seyrettigi gorilmektedir.
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Nisasta Konsantrasyonu (Deneysel)

Sekil 7.2 %Enzim aktivitesi, %hidroliz derecesi ve nigasta konsantrasyonun pH ile degisimi
(T=60°C, N=300 devir/dak)

Deneysel verilere dayanilarak yapilan matematiksel modelleme sonucunda, pH ile enzim
aktivitesi arasindaki degisimin nisastali ve nisastasiz ortamda asagidaki denkleme uydugu
bulunmugtur (pH 5.5’dan itibaren, Quadratik model, Ozbek ve Ulgen, 2000).

[A]=a+ b*(pH) + c*(pH)* (7.3)

pH: hidroliz ¢6zeltisinin pH degeri

Esitlik 7.3 teki a, b, ¢ katsayilart Curve Expert 1.3 programi kullanilarak;
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eNisastal ortamda gerceklestirilen deneyler igin,
a: -531.9619

b: 140.5595

c:-8.0142

eNigastasiz ortamda gergeklestirilen deneyler igin,
a: -671.4184

b: 182.8297

c: -11.0071

olarak hesaplanmgtir. Ayrica elde edilen verilere ait yapilan istatiksel analiz sonucunda
standart sapma (o) ve regresyon katsayisi (R”) degerleri sirasiyla nisastal enzim aktivitesi
modeli igin 4.2911 ve 0.9933, nisastasiz enzim aktivitesi modeli igin 7.4242 ve 0.9807 olarak

bulunmugtur.

pH degisiminin hidroliz reaksiyonu iizerindeki etkisini incelemek igin yapilan modelde,
ortamda kalan nigasta konsantrasyonu ile pH arasindaki degisimin asagidaki bagmntiya
(polinom denklemi) uydugu bulunmustur (pH arahg: 4-9).

[S1] = a+b*(pH) + c*(pH)” + d*(pH)’ (7.4)
Esitlik 7.4°deki a, b, ¢ ve d katsayilari Curve Expert 1.3 programu kullanilarak;

a: 73.2892 (g nisasta/l)
b: -28.8903 (g nigasta/l)
¢ 3.9249 (g nigasta/l)
d: -0.1670 (g nisasta/l)

olarak hesaplanmigtir. Ayrica elde edilen verilere ait yapilan istatiksel analiz sonucunda
standart sapma (c) ve regresyon katsayisi (R?) degerleri sirastyla 0.2662 ve 0.9912 olarak

bulunmustur.
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7.3 Kanstina Hiamin Enzim Aktivitesi ve Hidroliz Uzerindeki Etkisi

Karngtirict huzinin enzim aktivitesi ve hidroliz iglemi {izerindeki etkisini incelemek amaciyla
%]1 nisasta iceren reaksiyon ¢ozeltisi 60°C sicaklik ve pH 6.5°da, 0.7 g enzim ilavesi ile 0-
1000 devir/dak kangtirici hizi arabginda (100 devir/dak’lik artiglarla) 30 dakika boyunca
hidroliz iglemine tabi tutulmugtur. Ayrica kargtirict hizi degisimi ile a-amilaz enziminin
reaksiyon sartlarina dayanikhhifim inceleyebilmek amaciyla deneyler aym sartlarda nigastasiz
ortamda da tekrar edilmigtir. Elde edilen deneysel veriler Cizelge 7.3’de verilmis ve S$ekil
7.3’de grafiksel olarak sunulmustur.

Cizelge 7.3 Karigtiric1 hizina kargilik elde edilen deneysel veriler (T=60°C, pH=6.5)

Kanstirici % % %
Hiz Hidroliz Derecesi | Enzim Aktivitesi | Enzim Aktivitesi Nisasta

(devir/dak) (Nisastali ortam) | (Nisastasiz ortam) Kons.(g/l)

0 0 72.00 80.09 10

100 23.48 63.08 75.00 7.65
200 33.00 54.00 69.05 6.70
300 42.03 49.01 64.10 5.80
400 38.01 36.98 60.97 6.20
500 28.50 28.70 56.04 TAS
600 18.70 24.81 52.00 8.13
700 12.99 22.00 47.96 8.70
800 7.39 21.00 44.02 9.27
900 6.20 17.21 42.00 9.38
1000 5.40 16.50 38.95 9.46

Karistiricr hizinin 0 devir/dak’dan 1000 devir/dak’ya arttirilmasi sonucunda, nisastali ortamda
enzim aktivitesi %72.00 degerinden %16.50 degerine (yaklastk %77 azalma), nisastasiz
ortamda ise %80.09 degerinden %38.95 degerine (yaklagik %51 azalma) diigmiistiir. Sekil
7.3’den nigastali ve nigastasiz ortam i¢in enzim aktivitelerindeki azalmamn birbirine paralel
seyrettigi goriilmektedir. ki egri arasindaki fark, nisastali deneylerde ortamda bulunan nisasta
partikiillerinin ve hidroliz reaksiyonun, enzimi daha fazla inaktive etmesine baglanmaktadr.
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Sekil 7.3 %Enzim aktivitesi, %hidroliz derecesi ve nigasta konsantrasyonun karistirict hizi ile

degisimi (T=60°C, pH=6.5)

Hidroliz derecesine bakildiginda hidrolizlenmenin 300 devir/dak’ya kadar artarak %42.03
degerine ulastifi, daba yitksek karigtirict hizlari igin ise azalmaya bagladigi ve 1000
devir/dak’da %5.40 degerine diistiigii goriilmektedir. Diigiik karigtirict hizlarinda (100 ve 200
devir/dak icin) yeteri kadar kiitle transfer hiz1 saglanmadigindan hidroliz iglemi yeteri kadar
gerceklesememekte, karigtirict hizimin artmasiyla reaksiyon ilerlemekte, fakat daha yiiksek

karigtiricr hizlarmda (500 devir/dak ve sonrasi i¢in) enzimin yapisal olarak zarar gdrmesi

nedeni ile reaksiyonun yavagladigi goriilmektedir.

Sonug olarak, bu ¢alisma i¢in elde edilen

deneysel verilere gore optimum karigtirict hizi 300 devir/dak olarak belirlenmigtir.
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Karnstirict hizimin enzim aktivitesi iizerindeki etkisini incelemek igin yapilan matematiksel
modelleme sonucunda, nisastal ve nigastasiz ortamda gergeklestirilen deneylerden elde edilen
verilerin agagidaki bagmtiya uydugu bulunmustur (Quadratik model, Ozbek ve Ulgen, 2000).

[A] =a + b*N + c*N? (7.5)
N: kanigtirict hiza (devir/dak)
Esitlik 7.5°deki a, b ve ¢ katsayilar1 Curve Expert 1.3 programu kullanilarak;

eNisastali ortamda gerceklestirilen deneyler igin,
a: 73.4069

b: -0.1110 (devir/dak)™

¢: 5.4113*10° (devir/dak)™

eNisastasiz ortamda gergeklestirilen deneyler igin,
a: 80.0566

b: -0.0557 (devir/dak)™

c: 1.4499*107 (devir/dak)™

olarak hesaplanmustir. Ayrica elde edilen verilere ait yapilan istatiksel analiz sonucunda
standart sapma (o) ve regresyon katsayisi (R?) degerleri sirastyla nigastali enzim aktivitesi
modeli i¢in 1.9964 ve 0.9959, nigastasiz enzim aktivitesi modeli i¢in 0.5380 ve 0.9994 olarak

bulunmugtur,

Kargtiricr hizi degigiminin hidroliz reaksiyonu iizerindeki etkisini incelemek igin yapilan
modelde ise, ortamda kalan nisasta konsantrasyonu ile karstirici hizi arasindaki degisimin
asagidaki bagmntiya (polinom denklemi) uydugu bulunmustur.

[S1] = a+ b*N+ c*N? + d*N? (7.6)

Esitlik 7.6’deki a, b, ¢ ve d katsayilar1 Curve Expert 1.3 program kullanilarak;
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a: 9.9667 (g nisasta/l)

b: -0.0284 (g nisasta/l.(devir/dak))

c: 6.2028*107 (g nisasta/l.(devir/dak)?)
d: -3.4308*10* (g nisasta/l.(devir/dak)®)

olarak hesaplanmustir. Ayrica elde edilen verilere ait yapilan istatiksel analiz sonucunda
standart sapma (o) ve regresyon katsayis (R?) degerleri sirastyla 0.2319 ve 0.9909 olarak

bulunmustur.
7.4 Zamamin Enzim Aktivitesi ve Hidroliz Uzerindeki Etkisi

Bu ¢alismada, sicaklik 60°C, pH 6.5 ve karistirict hizi 300 devir/dak’de sabit tutulmus ve 0.7
g enzim ilavesi ile (500 ml'lik reaksiyon ¢Ozeltisi igin) reaksiyon baglatilmistir. Enzim
aktivitesinin ve nigasta hidrolizinin zamana bagh olarak degisimini inceleyebilmek igin,
reaksiyon ¢ozeltisinden belirli zaman araliklarinda (10, 20, 30, 45, 60 ve 90. dakikalarda)
ornekler alnmustir. Ayrica o-amilaz  enziminin reaksiyon sartlarmda zamana karsi
dayaniklihgim inceleyebilmek amactyla deneyler, aym sartlarda nisastasiz ortamda da tekrar
edilmistir. Elde edilen deneysel veriler Cizelge 7.4’de verilmis ve Sekil 7.4’de grafiksel
olarak sunulmustur.

Cizelge 7.4 Zamana kargilik elde edilen deneysel veriler (T=60"C, pH=6.5, N=300 devir/dak)

% % %

Zaman | Hidroliz Derecesi | Enzim Aktivitesi | Enzim Aktivitesi Nisasta
(dakika) (Nisastah ortam) | (Nisastasiz ortam) Kons. (g/l)

0 0.00 100.00 100.00 10.00

10 38.46 83.19 84.90 6.16

20 40.10 69.10 72.05 5.99

30 42.03 49.01 64.10 5.80

45 43.20 36.63 44.70 5.68

60 44.48 25.20 37.91 5.55

90 49.49 14.70 2771 5.05
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———— Nigasta Konsantrasyonu (Model)
Sekil 7.4 % Enzim aktivitesi, % hidroliz derecesi ve nigasta konsantrasyonunun zamanla

degisimi (T=60°C, pH=6.5, N=300 devir/dak)

Bu ¢ahigmada, 90 dakika sonunda, nigastali ortamda enzim aktivitesinde yaklasik %85
oraninda, nigastasiz ortamda ise yaklasik %72 oraninda bir azalma gozlenmigtir. $ekil 7.4’den
nisastali ve nisastasiz ortamda gergeklestirilen deneyler icin aktivite egrilerinin birbirine
paralel oldugu goriilmektedir. Nisastali deneylerde enzim aktivite degerlerinin biraz daha
diigiik bulunmasi, ortamda bulunan nigasta partikiillerinin ve hidroliz reaksiyonunun enzimi
inaktive etmesine baglanmaktadir. Hidroliz verilerine bakildigmda hidroliz derecesindeki
zamana bagh artigin, 10. dakikadan sonra yavagslayarak devam ettigi ve 90 dakika sonunda
%49.49 degerine ulastig1 goriilmektedir.
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Zamana bagh olarak enzim aktivitesinin degisimi incelendiginde, yapilan matematiksel
modelleme sonucunda, nigastah ve nigastasiz ortamda gergeklestirilen deneylerden elde edilen

verilerin birinci derece enzim inaktivasyon kinetigine uydugu bulunmustur (Jones, 1984).
[A] = [Alo*exp(-kp*t) (7.7)
t: hidroliz igleminin siiresi (dakika)

Burada [A]o, t=0 amindaki % enzim aktivitesidir. [A] ise, islem sonundaki % enzim
aktivesidir.

Esitlik 7.7°deki [A]o ve kp degerleri Curve Expert 1.3 program kullanilarak,

* Nigastah ortamda gergeklestirilen deneyler igin,
[Ao] =101.9280
kp= 0.0224 (dakika)™

o Nisastasiz ortamda gergeklestirilen deneyler igin,
[Ao] =99.4299
kp=0.0157 (dakika)™

olarak hesaplanmugtir. Ayrica elde edilen verilere ait yapilan istatiksel analiz sonucunda,
standart sapma (o), ve regresyon katsayisi (R?) degerleri siras1 ile nisastali enzim aktivitesi
modeli i¢in 2.6574 ve 0.9970, nisastasiz enzim aktivitesi modeli igin 2.7035 ve 0.9956 olarak

bulunmustur.

Nisastah ve nisastasiz ortamda gergeklestirilen deneyler igin yukaridaki model denklemler
kullamilarak enzimin yanlanma 6mrii nigastasiz ortam igin t1, = 44.14 dakika, nigastali ortam
i¢in t12 = 30.94 dakika olarak hesaplanmgtir. Nigastali ortamda enzimin yarilanma Smriiniin
nisastasiz ortam ile kargilagtinldiginda yaklagik %30 daha az oldugu goriilmektedir.
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Zamana kargt ortamda kalan nigasta konsantrasyonu incelendiginde elde edilen deneysel
verilerin Komolprasert ve Ofoli (1991) tarafindan sunulan agagidaki bagntiya uydugu
saptanmistir.

[S1] = a*exp(-b*t) + ¢ (7.8)
Esitlik 7.8’deki a, b ve ¢ katsayilar1 Curve Expert 1.3 program kullamlarak;

a: 4.4243 (g nigasta/l)
b: 0.1828 (dakika)™
c: 5.5657 (g nigasta/l)

olarak hesaplanmigtir. Ayrica elde edilen verilere ait yapilan istatiksel analiz sonucunda
standart sapma (o) ve regresyon katsayisi (R?) degerleri sirasiyla 0.3299 ve 0.9867 olarak

bulunmugtur.
7.5 Enzim Konsantrasyonunun Enzim Aktivitesi ve Hidroliz Uzerindeki Etkisi

Enzim konsantrasyonunun hidroliz islemine ve reaksiyon sonu aktiviteye etkisini incelemek
amaciyla %1 nisasta iceren 500 ml’lik reaksiyon ¢Gzeltisine 0-1 g arasinda 0.1 g’lik artislarla
enzim ilavesi yapilarak 60°C sicaklik ve pH 6.5°da, reaksiyonlar 30 dakika boyunca
siirdiiriilmiistiir. Elde edilen deneysel veriler Cizelge 7.5’de verilmis ve $ekil 7.5’de grafiksel
olarak sunulmustur.

Sekil 7.5’den de goriildiigii gibi, aktivite degerleri enzim konsantrasyonu ile artarken,
hidrolizlenme igin artig 0.8 g/l enzim konsantrasyonundan sonra yavaglamakta ve 1.6-2.0 g/l
enzim konsantrasyon araligi icin ise hemen hemen sabit kalmaktadir. Bu durumda, 1.6 g/l
enzim miktarmm, reaksiyon igin doygunluk konsantrasyonu oldugu ve daha fazla enzim
ilavesinin reaksiyon hizina 6nemli bir etkisinin olmadig goriilmektedir.



Cizelge 7.5 Enzim konsantrasyonuna Kkarsiik elde edilen deneysel veriler (T=60°C,

pH=6.5, N=300 devir/dak)

% %

Enzim Kons. Hidroliz Derecesi Enzim Aktivitesi Nisasta Kons.
(0) (Nisastal ortam) (C2)
0.0 0.00 0.00 10.00
0.2 15.10 129 8.49
0.4 28.00 23.21 7.20
0.6 3491 30.00 6.51
0.8 40.40 39.02 5.96
1.0 41.01 42.06 5.90
2 41.60 46.10 5.84
1.4 42.03 49.01 5.80
1.6 44.91 55.90 5.58
1.8 45.10 58.00 5.49
2.0 45.70 63.00 5.43

Enzim aktivitesinin enzim konsantrasyonu ile degigimini incelemek i¢in yapilan matematiksel

modelleme sonucunda, deneysel verilerin agagidaki bagintiya uydugu bulunmustur (Quadratik

model , Ozbek ve Ulgen, 2000).

[A] =a+ b*E + c*E?

E: enzim konsantrasyonu (g enzim/1)

Esitlik 7.9°daki a, b ve ¢ katsayilar1 Curve Expert 1.3 programi kullanilarak;
a:2.6916

b: 50.484 (g enzim/1)™
¢: -10.7488 (g enzim/l)”

(7.9)



45

olarak hesaplanmugtir. Ayrica elde edilen verilere ait yapilan istatiksel analiz sonucunda

standart sapma (o) ve regresyon katsayisi (R%) degerleri srasiyla 2.2795 ve 0.9947 olarak

bulunmugtur.
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—— Nisasta Konsantrasyonu (Model)

Sekil 7.5 % Enzim aktivitesi, % hidroliz derecesi ve nigasta konsantrasyonunun enzim
konsantrasyonu ile degisimi (T=60°C, pH=6.5, N=300 devir/dak)

Enzim konsantrasyonuna kargihk ortamda kalan nisasta konsantrasyonu incelendiginde elde
edilen deneysel verilerin Komolprasert ve Ofoli (1991) tarafindan sunulan agagidaki bagintiya

uydugu saptanmugtir,
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[S1] = a*exp(-b*E) + ¢ (7.10)

Esitlik 7.10°daki a, b ve ¢ katsayilari Curve Expert 1.3 programu kullanilarak;

a: 4.6074 (g nisasta/l)
b: 2.3713 (g enzim/l)™
c: 5.4542 (g nigasta/l)

olarak hesaplanmustir. Ayrica elde edilen verilere ait yapilan istatiksel analiz sonucunda
standart sapma (o) ve regresyon katsayisi (R?) degerleri sirastyla 0.1274 ve 0.9971 olarak

bulunmugtur.

7.6 Viskozitenin Enzim Aktivitesi ve Hidroliz Uzerindeki Etkisi

Reaksiyon ¢ozeltisinin viskozitesinin enzim aktivitesi ve hidrolizlenmeye etkisini incelemek
igin viskozite artiric1 olarak gliserin kullamlmigtir. %1 (agurlik/hacim) nisasta igeren 500
mP’lik reaksiyon ¢ozeltisi igerisine %2.5, %S, %10, %20, %30, %40, %50 (hacim/hacim)
oranlarinda gliserin ilave edilmistir. Cozeltiye %0 ile %50 oranlar arasinda gliserin ilavesi ile
viskozite degerleri, 1.005 cP’dan 13.43 cP’a arttinlmistir (Sheely, 1932). Reaksiyonlar 60°C
sicaklik, pH 6.5 ve 300 devir/dak karistirici hizinda 0.7 g enzim ilavesi ile 30 dakika boyunca
siirdiirilmiigtiir. Ayrica, enzim stabilitesinin reaksiyon sartlarinda viskozite ile degisimini
inceleyebilmek amaciyla deneyler nisastasiz ortamda da tekrarlanmistir. Gliserin ilavesi ile
viskozitenin arttirlmas: sonucu elde edilen deneysel veriler Cizelge 7.6’da verilmig ve Sekil
7.6a’da grafiksel olarak sunulmugtur.

Gliserinin enzim stabilitesini artirdifi ve sivi enzim preparatlannin hazirlanmasinda koruyucu
olarak kullamldig bilinmektedir. Somers vd. (1991), o-amilaz ile ilgili deneysel
caliymalarinda, enzim inaktivasyonunu ve substratin enzim tarafindan bozunmasmi (enzim-
substrat etkilegimini) engellemek amaciyla gliserin kullanmuglar, gliserinin enzim stabilitesini
artirdifini ve nigasta igin rekabetgi inhibitdr oldugunu savunmugslardir. Komolprasert ve Ofoli
(1990) ise galismalarinda, viskoz etkiler yiiziinden kiitle transfer hizinin azalmast sonucu
reaksiyon hizimin diistiigiinii belirtmiglerdir. Bununla birlikte, gliserinin yiizey gerilimini
dilsiirdiigii ve 1s1l iletkenliginin suya gére daha diisitk oldugu da bilinmektedir.
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Cizelge 7.6 Hidroliz ¢bzeltisinin viskozite degerlerine karsilik elde edilen deneysel veriler
(T=60°C, pH=6.5, N=300devir/dak)

% % Y% Yo
Gliserin | Viskozite | Hidroliz | Enzim Aktivitesi | Enzim Aktivitesi Nisasta
(hacim/ (cP) Derecesi | (Nisastah ortam) | (Nisastasiz ortam) Kons.
hacim) (gh
0 1.005 42.03 49.01 64.10 5.80
2:5 1.083 37.30 50.24 66.02 6.27
5 1.184 35.22 51.79 67.81 6.48
10 1.415 8.80 52.58 69.99 9:12
20 2.109 0.00 57.6 77.80 10.00
30 3412 0.00 65.11 84.99 10.00
40 6.188 0.00 76.90 93:21 10.00
50 13.43 0.00 85.22 98.19 10.00

Cizelge 7.6’dan da goriildiigii gibi, ¢bzeltinin viskozitesinin artmasiyla enzim aktiviteleri
artarken, ortama %20 (hacim/hacim) gliserin ilavesi ile ¢ozelti viskozitesinin yaklagik 2 kat
arttinlmasi sonucunda hidrolizlenme tamamen durmustur. Sonug olarak, ortama gliserin
ilavesi ile hidrolizlenmenin azalmasi ve %20 gliserin ilavesi ile tamamen sifirlanmasi,

e Viskoz etkiler sebebiyle kiitle transferinin yeteri kadar olmamasindan dolayr enzim-
substrat etkilesiminin kisitlanmasi,

e Gliserinin nisasta i¢in rekabetci inhibitér olmasi olasihginda, enzim-substrat etkilesimini
engellemesi,

o Gliserin ilavesi ile yiizey geriliminin diigmesi ve bdylece enzim-substrat baglanmasinin
engellenmesi ile agiklanabilir.

Nisastali ve nigastasiz ortamda enzim stabilitesinin artmas: ise, gliserinin enzimi ¢evreleyerek
enzim etrafinda bir tabaka olusturmasmna (Rariy vd.,1998), bu nedenle ¢ok kii¢iik de olsa
proses sartlarmdaki degisimlerden (sicaklik, pH degisimi) enzimin daha az etkilenmesine,
nisasta partikiilleri ve/veya ortamda bulunabilecek inhibitorlerle etkilesiminden dolay:
olusabilecek enzim inaktivasyonun engellenmis olmasina baglanabilir.
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Sekil 7.6a %Enzim aktivitesi, %hidroliz derecesi ve nigasta konsantrasyonun hidroliz

¢ozeltisinin viskozitesi ile degisimi (T=60°C, pH=6.5, N=300 devir/dak)

Hidroliz ¢zeltisinin viskozitesinin enzim aktivitesi {izerindeki etkisini incelemek igin yapilan
matematiksel modelleme sonucunda, nigastali ve nisastasiz ortamda gergeklestirilen
deneylerden elde edilen verilerin agagidaki bagintiya uydugu bulunmugtur (Quadratik model,
Ozbek ve Ulgen, 2000).

[A] =a+b*p + c*p? (7.11)

w: hidroliz ¢ozeltisinin viskozitesi (cP)
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Esitlik 7.11°deki a, b ve ¢ katsayilar1 Curve Expert 1.3 program kullamilarak;

eNisastali ortamda gergeklestirilen deneyler igin,
a: 42.4379

b: 7.7112 (cP)?!

¢:-0.3372 (cP)*?

eNisastasiz ortamda gergeklestirilen deneyler igin,
a: 58.1759

b: 8.7009 (cP)"

¢: -0.4278 (cP)*?

olarak hesaplanmugtir. Ayrica elde edilen verilere ait yapilan istatiksel analiz sonucunda
standart sapma (o) ve regresyon katsayisi (R?) degerleri sirasiyla nisastali ortamdaki enzim
aktivitesi modeli i¢in 0.5615 ve 0.9994, nigastasiz ortamdaki enzim aktivitesi modeli igin
2.3459 ve 0.9883 olarak bulunmustur.

Ortamda kalan nigasta konsantrastonun hidroliz ¢ozeltisinin viskozitesi ile degisimi
incelendiginde, elde edilen deneysel verilerin Hill vd.(1997) tarafindan verilen asagidaki
bagntiya uydugu goriilmiigtiir.

[S1] = [So] — a*exp(-b*p) (7.12)
Bu denklemde [So], t = 0 aminda ortamda bulunan nigasta konsantrasyonu olup 10 g/1 dir.

Esitlik 7.12°deki a ve dgerleri Curve Expert 1.3 programu kullanilarak;

a=72.7864 (g nisasta/l)
b=2.7631 (cP)"

olarak hesaplanmugtir. Ayrica elde edilen verilere ait yapilan istatiksel analiz sonucunda,
standart sapma (o) ve regresyon katsayisi R} degerleri sirasiyla 0.3910 ve 0.9806 olarak
bulunmugtur.
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t-Amilaz ile nisastanin hidroliz iglemi igin gliserinin rekabetgi inhibitér oldugu Somers vd.

1991) tarafindan savunulmugtur.

Deneysel veriler incelendiginde, hidroliz derecesinin

riskoziteyi artirmak i¢in eklenen gliserin miktari ile- ok hizli bir azalma gdstermis olmasi,

sliserinin ortam vizkozitesini artirmasimin yam sira reaksiyon igin inhibitér olma olasithgim da

wvvetlendirmektedir. Bu nedenle, hidroliz derecesinin ve nisastali-nisastasiz ortamda enzim

ktivitelerinin gliserin ile degisimi ayrica incelenmis ve Sekil 7.6b’de grafiksel olarak

unulmustur (Cizelge 7.6).

100 @ e 2 10
/*///< i
90 ® A ?
o A 1

80 8
" 4 e~ =
70 A 7 2
=
4 ® S
~ 601, 3 el
2y e £
T 50 §u— NS 5 &
a 0n
o c
S & o
40 4 ﬁ
e -
©
30 3 o
=

20 2

10 o 1

0 . - 5 5 0

0 10 20 30 40 50

%Gliserin Miktan (hacim/hacim)

® %Hidroliz Derec;s} (B;n;zysel)

£
——— %Enzim Aktivitesi (Nisastali, Model) A
%Enzim Aktivitesi (Nisastasiz,Model) ®

———— Nisasta Konsantrasyonu (Model)
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%Enzim Aktivitesi (Nisastali,Deneysel)
%Enzim Aktivitesi (Nisastasiz,Deneysel)
Nigasta Konsantrasyonu (Deneysel)

nisasta konsantrasyonun gliserin miktari
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Gliserin konsantrasyonunun enzim aktivitesi iizerindeki etkisini incelemek igin yapilan
matematiksel modelleme sonucunda, nigastali ve nisastasiz ortamda gerceklestirilen
deneylerden elde edilen verilerin agagidaki bagintiya uydugu bulunmustur (Quadratik model,
Ozbek ve Ulgen, 2000).

[A] = a+b*G; + c*G,? (7.13)
Gy: % gliserin miktar: (hacim/hacim)
Esitlik 7.13deki a, b ve ¢ katsayilar1 Curve Expert 1.3 program kullanilarak;

eNisastal ortamda gergeklestirilen deneyler igin,
a: 493518

b: 0.2632 (hacim/hacim)™

¢: 0.0094 (hacim/hacim)™

eNisastasiz ortamda gergeklestirilen deneyler igin,
a: 63.3256

b: 0.9193 (hacim/hacim)™

¢: -0.0043 (hacim/hacim)?

olarak hesaplanmugtir. Ayrica elde edilen verilere ait yapilan istatiksel analiz sonucunda
standart sapma (o) ve regresyon katsayisi (R?) degerleri sirasiyla nisastali ortamdaki enzim
aktivitesi modeli i¢in 1.1443 ve 0.9974, nisastasiz ortamdaki enzim aktivitesi modeli igin
1.2173 ve 0.9970 olarak bulunmugtur.

Ortamda kalan nisasta konsantrasyonunun gliserin ilavesi ile degisimi incelendiginde, elde
edilen deneysel verilerin Hill vd.(1997) tarafindan verilen asagidaki bagmntiya uydugu

goriilmiigtiir.

[S1] = [So] - [Sci0]*exp(-a*G1) (7.14)
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Bu denklemde [So], t = 0 aminda ortamda bulunan nigasta konsantrasyonu olup 10 g/I dir.
[Saio] ise gliserin miktar1 G;= 0 iken hidrolizlenen nigasta konsantrasyonudur.

Esitlik 7.14"deki a ve [Sgi0] degerleri Curve Expert 1.3 program kullanilarak;

[Sci0] = 4.6480 (g nisasta/l)
a=0.1147 (hacim/hacim)’

olarak hesaplanmustir. Ayrica elde edilen verilere ait yapilan istatiksel analiz sonucunda,
standart sapma (o) ve regresyon katsayisi (R%) degerleri sirasiyla 0.5275 ve 0.9670 olarak
bulunmugstur.

7.7 Hidrolizat Miktarimn Enzim Aktivitesi ve Hidroliz Uzerindeki Etkisi

Hidroliz islemi sonunda meydana gelen iiriinlerin (hidrolizatlarin), enzim aktivitesine ve
reaksiyona etkisini incelemek amaciyla, oncelikle deneylerde kullanilacak hidrolizatin eldesi
igin, reaksiyon maksimum hidrolizmenin (%98.63) gergeklestigi proses sartlarinda (75°C
sicaklikta, pH 6.5’da, 300 devir/dak kargtirict hizinda), 1.4 g/l enzim ilavesi ile
gergeklestirilmigtir,. Reaksiyon sonunda elde edilen hidrolizat ¢6zeltisi, ortamda kalan
hidrolizlenmeyen nisastayr ¢Ozeltiden aywmak icin siiziildiikten sonra, deneylerde
kullanilacagi miktarlarda kaplara konularak buzlukta saklanmugtir. Hidrolizat ¢6zeltisinin
toplam hacime %25, %50, %75, %100 (hacim/hacim) oranlarinda ilave edilmesiyle
hazirlanan %! (agirhk/hacim) oraninda nisasta igeren reaksiyon gozeltisi, 60°C sicaklik, pH
6.5°da, 300 devir/dak karigtiric1 hizinda 1.4 g/l enzim ilavesi ile 30 dakika boyunca hidroliz
islemine tabi tutulmustur. Ayrica hidroliz reaksiyonu sonucu olugan iiriinlerin enzim
stabilitesine etkisini inceleyebilmek amaciyla deneyler aym kosullarda nigastasiz ortamda da
tekrarlanmigtir. Elde edilen sonuglar Cizelge 7.7°de verilmig ve Sekil 7.7°de grafiksel olarak
sunulmusgtur,

Cizelge 7.7°den de gorilldiigii gibi, hidrolizat ¢6zeltisinin %0’dan %100’e arttirilmasi
durumunda, hidroliz derecesi %42.03 degerinden %31.3 degerine yaklagik %25 oraminda
azalmigtir. Bu durum, enzimin iiriin tarafindan inhibe edildigini yani enzim substrat
etkilesiminin olugan firiinler tarafindan kisitlandigimi géstermektedir. Nisastali ve nisastasiz
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ortamdaki islem sonunda enzim aktivitelerine bakildiginda enzim stabilitesinde bir azalma

olmamas {iriin inhibisyonunun tersinir oldugunu géstermektedir.

Cizelge 7.7 Hidrolizat miktarma kargilik elde edilen deneysel veriler (T=60°C, pH=6.5,
N=300 devir/dak)

%o Y % Y%
Hidrolizat Hidroliz | Enzim Aktivitesi | Enzim Aktivitesi | Nisasta Kons.

(hacim/hacim) | Derecesi (Nisastah ortam) | (Nisastasiz ortam) [67)))
0 42.03 49.01 64.10 5.80
25 39.12 57.12 65.80 6.10
50 36.28 56.23 67.81 6.38
75 53413 57.16 73.02 6.69
100 31.30 56.14 79.00 6.87

Hidrolizat ¢Gzeltisi ilavesi ile nisastali ve nisastasiz ortamda gergeklestirilen deneyler igin
islem sonu enzim aktiviteleri kargilagtirildiginda, her iki durum iginde enzim stabilitesinde bir
artisin s6z konusu oldugu goriilmektedir. Nisastasiz ortamda enzim aktivitesinin hidrolizat
miktariyla artmas, {iriinlerin enzim stabilitesini arttirdigim gostermektedir. Nisastali ortamda
enzim aktivitesinin artigt ise, friiniin enzim stabilitesini arttrmasinin yan sira
hidrolizlenmenin azalmas ile, aktivitenin belli bir degerden sonra daha fazla artmamasi yani
sabitlenmesi ise ortamda bulunan nisasta partikiillerinin enzimi inaktive etmesi ile
agiklanabilir.

Nigsastasiz ortamda hidrolizat miktariin enzim aktivitesi iizerindeki etkisini incelemek igin
yapilan matematiksel modelleme sonucunda, elde edilen deneysel verilerin agagidaki
bagntiya uydugu bulunmustur (Quadratik model, Ozbek ve Ulgen, 2000).

[A]l=a+b*[H] + c*[H]? (7.15)

[H]: % hidrolizat miktar (hacim/hacim)

Esitlik 7.15°deki a, b ve ¢ katsayilar1 Curve Expert 1.3 programi kullamilarak;
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a: 64.222
b: 0.0136 (hacim/hacim)™
¢: 0.0013 (hacim/hacim)?

olarak hesaplanmustir. Ayrica elde edilen verilere ait yapilan istatiksel analiz sonucunda

standart sapma (o) ve regresyon katsayisi (R?) degerleri sirasiyla 0.4612 ve 0.9985 olarak

bulunmugtur.
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A %Enzim Aktivitesi (Nigastasiz, Deneysel)

%Enzim Aktivitesi (Nisastasiz, Model)

® Nisasta Konsantrasyonu (Deneysel) ——— Nigasta Konsantrasyonu (Model)

Sekil 7.7 %Enzim aktivitesi, %hidroliz derecesi ve nigasta konsantrasyonun hidrolizat miktar:
ile degisimi (T=60°C, pH=6.5, N=300 devir/dak)
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Ortamda kalan nisasta konsantrasyonunun hidrolizat miktarma bagl olarak degisimi
incelendiginde, elde edilen deneysel verilerin Hill vd. (1997) tarafindan verilen asagidaki
bagmtiya uydugu goriilmiigtiir.

[S1] = [So] — [Swo]*exp(-a*[H]) (7.16)

Bu denklemde [So], t = 0 aninda ortamda bulunan nisasta konsantrasyonu olup 10g/l dir. [Sh]
ise hidrolizat miktar1 [H] = 0 iken hidrolizlenen nisasta konsantrasyonudur.

Esitlik 7.16”deki a ve [Sno] dgerleri Curve Expert 1.3 programu kullanilarak;

a=0.0030 (hacim/hacim)™
[Shol = 4.1998 (g nisasta/l)

olarak hesaplanmustir. Ayrica elde edilen verilere ait yapilan istatiksel analiz sonucunda,
standart sapma (o) ve regresyon katsayist (R?) degerleri sirasiyla 0.0271 ve 0.9985 olarak
bulunmustur.

7.8 Maltozun Enzim Aktivitesi ve Hidroliz Uzerindeki Etkisi

Hidroliz firiinlerinin enzim aktivitesi ve reaksiyon iizerine etkisi B6kim 7.7°de incelenmistir.
Bu ¢ahgmada ise, iiriin olarak sadece maltozun aktivite ve hidroliz reaksiyonu iizerindeki
etkisi incelenmistir. Deneylerde maltoz, konsantrasyonu 5, 10, 20, 40 ve 60 g/l olacak
sekilde, %! agirlik/hacim orammnda nisasta iceren reaksiyon ¢ozeltisine ilave edilmistir.
Maltozun ilavesi ile reaksiyon gozeltisi 60°C sicaklik, pH 6.5, 300 devir/dak kanstiric
hizinda 1.4 g/l enzim ilavesi ile, 30 dakika siiresince hidroliz islemine tabi tutulmustur.
Maltoz ~deneyleri, reaksiyon sartlarinda enzimin stabilitesinin maltoz ile degisimini
inceleyebilmek amaciyla nigastasiz ortamda da tekrar edilmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge
7.8°de verilmis ve Sekil 7.8’de grafiksel olarak sunulmugtur.

Cizelge 7.8’den de goriildiigii gibi, maltoz ilave edildiginde hidroliz derecesi azalmaktadir.
Weselake ve Hill (1983) maltozun rekabetgi inhibitér, Houng vd. (1992) ise rekabetgi
olmayan inhibitér oldugunu savunmuglardir (Hill vd., 1997). Hidroliz derecesindeki diiiis
g6z Oniinde bulunduruldugunda maltozun reaksiyonu inhibe ettigi agiktrr. Fakat,



56

inhibisyonun yiiksek maltoz konsantrasyonlarinda belirgin olmas: hidroliz derecesindeki
diigis i¢in ikinci bir neden olan kiitle transfer hizimn konsantrasyonla azalmasi olarak
agiklanabilir. Ortama nigasta miktar1 kadar maltoz ilave edildiginde hidroliz derecesindeki
azalmanmn %3, nisastanin iki kati kadar maltoz ilave edildiginde %35, maltoz miktar: nisasta
miktarinin @i¢ kat1 oldugunda %50, maltoz miktar: nigasta miktarmn alt: katt oldugunda % 67
civarinda oldugu Cizelge 7.8’de goriilmektedir. Hill vd. (1997) tarafindan yapilan ¢alismada,
bugday nisastasin hidrolizinde (reaksiyon sartlar; sicaklik 45 °C, pH 5.5, 8 g/l bakteriayel
a-amilaz enzimi, 30 g/l nisasta) ortamda nisasta miktarimn iki kati kadar maltoz ilave
edildiginde hidrolizlenmenin yaklagik olarak % 40, ii¢ kat: kadar maltoz ilave edildiginde
yaklagik % 50, ortamda nisasta miktarinn alti kadar maltoz ilave edildiginde ise yaklagik %
75 azaldig: belirtilmigtir.

Cizelge 7.8 Maltoz konsantrasyonlarna karsilik elde edilen deneysel veriler (T=60°C,
pH=6.5, N=300 devir/dak)

% % Y%
Maltoz Hidroliz Enzim Aktivitesi | Enzim Aktivitesi Nisasta
Kons.(g/1) Derecesi (Nisastali ortam) | (Nisastasiz ortam) | Kons.(g/1)
0 42.03 49.01 64.10 5.80
10 40.00 57.96 69.30 6.01
20 27.10 67.38 73.20 7.29
40 19.99 72.32 76.21 8.00
60 14.00 77.00 82.00 8.60

Nisastali ve nigastasiz ortamdaki islem sonunda enzim aktivitelerine bakildiginda enzim
stabilitesinde bir azalma olmamasi maltoz inhibisyonunun tersinir oldugunu gdstermektedir.
Ortamda maltoz olmasi durumunda her iki durum iginde enzim stabilitelerindeki artis
maltozun enzimi stabilize ettigini gostermektedir.

Maltoz miktarmnin enzim aktivitesi iizerindeki etkisini incelemek igin yapilan matematiksel
modelleme sonucunda nisastali ve nigastasiz ortamda gergeklestirilen deneyler i¢in elde edilen
verilerin agagidaki bagntiya uydugu bulunmustur (Quadratik model, Ozbek ve Ulgen, 2000).
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A %Enzim Aktivitesi (Nisastasiz, Deneysel)
® Nisasta Konsantrasyonu (Deneysel)

— Nisasta Konsantrasyonu (Model)

Sekil 7.8 %Enzim aktivitesi, %hidroliz derecesi ve nisasta konsantrasyonun maltoz miktar: ile
degisimi (T=60°C, pH=6.5, N=300 devir/dak)

Esitlik 7.17°deki a, b ve ¢ katsayilar1 Curve Expert 1.3 program kullanilarak;
e Nigastali ortamda gergeklestirilen deneyler igin,

a: 49.5247
b: 0.9581 (g maltoz/1)™
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¢: -0.0085 (g maltoz/1)?

o Nisastasiz ortamda gerceklestirilen deneyler igin,
a: 64.8384

b: 0.4073 (g maltoz/1)™

¢: -0.0021 (g maltoz/1)

olarak hesaplanmustir. Ayrica elde edilen verilere ait yapilan istatiksel analiz sonucunda
standart sapma (o) ve regresyon katsayisi (R?) degerleri sirastyla, nigastali ortamdaki enzim
aktivitesi modeli icin 2.0976 ve 0.9913, nisastasiz ortamdaki enzim aktivitesi modeli igin
1.4950 ve 0.9877 olarak bulunmustur.

Ortamda kalan nigasta konsantrasyonunun maltoz miktarma bagh olarak degisimi
incelendiginde, elde edilen deneysel verilerin Hill vd. (1997) tarafindan verilen asagidaki
bagntiya uydugu goériilmiigtiir.

[S1] = [So] - [Smo]*exp(-a*M) (7.18)

Bu denklemde [So], t = 0 aninda ortamda bulunan nisasta konsantrasyonu olup 10 g/l dir.
[Smo] ise maltoz miktar1 M = 0 iken hidrolizlenen nisasta konsantrasyonudur.

Esitlik 7.18’deki a ve [Smo] dgerleri Curve Expert 1.3 programu kullanilarak;

a=0.0192 (g maltoz/l)™
[Smo] = 4.3179 (g nisasta/l)

olarak hesaplanmistir. Ayrica elde edilen verilere ait yapilan istatiksel analiz sonucunda,
standart sapma (o) ve regresyon katsayisi (Rz) degerleri sirasiyla 0.2417 ve 0.9847 olarak

bulunmugtur,
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7.9 Glikozun Enzim Aktivitesi ve Hidroliz Uzerindeki Etkisi

Bu ¢alismada ise, iiriin olarak sadece glikozun enzim aktivitesine ve hidrolizlenme
reaksiyonuna etkisi incelenmistir. Deneylerde glikoz, konsantrasyonu 5, 10, 20, 40 ve 60 g/l
olacak sekilde, %1 agirhk/hacim oraninda nigasta igeren reaksiyon ¢Gzeltisine ilave
edilmistir. Glikozun ilavesi ile reaksiyon gozeltisi 60°C sicakhk, pH 6.5, 300 devir/dak
kangstirict hizinda 1.4 g/l enzim ilavesi ile, 30 dakika siiresince hidroliz iglemine tabi
tutulmugtur. Glikoz deneyleri, reaksiyon sartlarinda enzimin stabilitesinin glikoz ile
degisimini inceleyebilmek amaciyla nisastasiz ortamda da tekrar edilmistir. Elde edilen
sonuglar Cizelge 7.9’da verilmis ve Sekil 7.9’da grafiksel olarak sunulmustur.

Cizelge 7.9 Glikoz miktarina karsilik elde edilen deneysel veriler (T=60°C, pH=6.5, N=300
devir/dak)

% % %
Glikoz Hidroliz Derecesi | Enzim Aktivitesi | Enzim Aktivitesi Nisasta
Kons.(g/) (Nisastah ortam) | (Nisastasiz ortam) | Kons.(g/l)
0 42.03 49.01 64.10 5.80
10 34.55 57.64 65.58 6.54
20 28.04 64.70 68.02 7.19
40 23.20 69.19 70.64 7.68
60 17.11 71.01 72.45 8.28

Cizelge 7.9°dan da goriildiigii gibi, glikoz ilave edildiginde hidroliz derecesi diismektedir.
Hidroliz derecesindeki diigiis glikozun reaksiyonu inhibe ettigini gostermektedir. Fakat
inhibisyonun yiiksek glikoz konsantrasyonlarmda artmasi, hidroliz derecesindeki diisiis igin
kiitle transfer hizimin artan konsantrasyonla azalmasininda bir etken oldugunu gostermektedir.
Hill vd. (1997) yaptiklari deneysel ¢aligmada, bugday nigastasmn hidrolizinde glikozun
reaksiyona etkisini incelemigler ve reaksiyon hizindaki diisiisiin, glikozun inhibitdr etkisinden
¢ok yitksek seker konsantrasyonundan (kiitle transferinin azalmasindan) kaynaklandigim
belirtmiglerdir.
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Nisastali ve nisastasiz ortamdaki iglem sonunda enzim aktivitelerine bakildiginda, enzim
stabilitesinde bir azalma olmamasi glikoz inhibisyonunun tersinir oldugunu gostermektedir.
Ortamda glikoz olmasi durumunda her iki durum iginde enzim stabilitilerindeki artis glikozun

enzimi stabilize ettigini gstermektedir.
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%Enzim Aktivitesi (Nisastali,Model) A %Enzim Aktivitesi (Nisastasiz, Deneysel)
%Enzim Aktivitesi (Nigastasiz, Model) @ Nigasta Konsantrasyonu (Deneysel)

Sekil 7.9 %Enzim aktivitesi, %hidroliz derecesi ve nigasta konsantrasyonun glikoz miktart ile
degisimi (T=60°C, pH=6.5, N=300 devir/dak)

~———— Nigasta Konsantrasyonu (Model)

Glikoz miktarmin enzim aktivitesi {izerindeki etkisini incelemek i¢in yapilan matematiksel
modelleme sonucunda nisastali ve nisastasiz ortamda gergeklestirilen deneyler i¢in elde edilen
verilerin asagidaki bagntiya uydugu bulunmugtur (Quadratik model, Ozbek ve Ulgen, 2000).
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[A] =a+b*G, + c*G,?
Go: glikoz konsantrasyonu (g glikoz/1)
Esitlik 7.19°daki a, b ve ¢ katsayilari Curve Expert 1.3 programi kullanilarak;

* Nisastal ortamda gergeklestirilen deneyler igin,
a: 49.5432

b: 0.8729 (g glikoz/1)!

c: -0.0087 (g glikoz/1)

® Nigastasiz ortamda gereklestirilen deneyler igin,
a: 63.9291

b: 0.2177 (g glikoz/1)"

¢:-0.0012 (g glikoz/1)?

(7.19)

olarak hesaplanmugtir. Ayrica elde edilen verilere ait yapilan istatiksel analiz sonucunda
standart sapma (o) ve regresyon katsayis1 (R?) degerleri sirastyla, nigastali ortamdaki enzim

aktivitesi modeli i¢in 1.3656 ve 0.9943, nigastasiz ortamdaki enzim aktivitesi modeli i¢in

0.3517 ve 0.9974 olarak bulunmustur.

Ortamda kalan nisasta konsantrasyonunun  glikoz miktarmna bagh olarak degisimi
incelendiginde, elde edilen deneysel verilerin Hill vd. (1997) tarafindan verilen asagidaki

bagmtiya uydugu goriilmiigtiir.

[S1] = [Sol - [Sczo]*exp(-a*Gy)

(7.20)

Bu denklemde [So], t = 0 aninda ortamda bulunan nisasta konsantrasyonu olup 10 g/l dir.

[Scazo] ise glikoz miktar1 G, = 0 iken hidrolizlenen nisasta konsantrasyonudur.

Esitlik 7.20°deki a ve [Sco] dgerleri Curve Expert 1.3 program: kullanilarak;

1= 0.0150 (g glikoz/1)"
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[Sc2o] = 4.0781 (g nisasta/l)

olarak hesaplanmigtir. Ayrica elde edilen verilere ait yapilan istatiksel analiz sonucunda,
standart sapma (G) ve regresyon katsayist (R?) degerleri sirastyla 0.1554 ve 0.9903 olarak

bulunmugtur.
7.10 Etanoliin Enzim Aktivitesi ve Hidroliz Uzerindeki Etkisi

Enzimatik reaksiyonlarda ikinci bir ¢éziicii olarak organik gdziiciilerin kullanilmas: ile kinetik
aktivitenin artig gsterdigi bir ¢ok arastirmaci tarafindan savunulmugtur. Kinetik aktivitedeki
artism sebepleri literatiirde;

e Ikinci bir ¢dziiciiniin, enzimin spesifik veya spesifik olmayan aktif bSlgelerine baglanarak
enzime esneklik kazandirmasi ve enzimin bu gekilde modifiye edilerek substrata
baglanmasinin kolaylagtiriimas,

¢ Organik ¢dziiciilerin inhibitdrleri enzimin aktif kismindan uzaklagtiriyor olmasi,

e Yiiksek mollekiillii substratlarin organik ¢oziicii ilavesi ile yapilarnmn degismesi (Srnegin;
seliilozun ve nigastanin organik ¢éziiciiler igerisinde sismesi gibi) sonucunda reaksiyonun
hizlanmasi

ile agiklanmugtir (Kudryashova vd.,1997). Bu nedenle, bu galigmada ikinci bir ¢oziiciiniin
hidroliz reaksiyonuna ve enzim aktivitesine etkisini incelemek amactyla etanol kullanifmstir,
Etanol, %1 (agirlik/hacim) nigasta iceren 500 ml’lik reaksiyon ¢dzeltisi igerisine, %5, %10,
%15, %20 (hacim/hacim) oranlarinda ilave edilmigtir. Reaksiyonlar 60°C sicaklik, pH 6.5 ve
300 devir/dak karstiric1 hizinda 0.7 g enzim ilavesi ile 30 dakika boyunca siirdiiriilmiistiir.

amaciyla deneyler nisastasiz ortamda da tekrarlanmigtir. Elde edilen sonuglar Cizelge 7.10°da
verilmis ve $ekil 7.10°da grafiksel olarak sunulmustur.

Cizelge 7.10’dan da goriildiigii gibi, ortama %5 hacim/hacim oranunda etanol ilavesi ile
hidroliz derecesi %42.03 degerinden %47.50 degerine yiikselmis, %5-%15 etanol ilavesi
arasinda sabit kalmug, ¢bzelti icerisindeki etanol oranmn %20 olmasi durumunda ise %40.93
degerine diigmiistiir. Literatiirde, reaksiyon ortammnda organik ¢ozelti oranmn artiginin belli
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bir degerden sonra enzimi yapisal olarak etkiledigi ve reaksiyonu yavaslattigi belirtilmigtir
(Kudryashova vd., 1997).

Cizelge 7.10 Etanol miktarma kargilik elde edilen deneysel veriler (T=60"C, pH=6.5, N=300

devir/dak)
Y% % % %
Etanol Hidroliz Enzim Aktivitesi | Enzim Aktivitesi Nisasta
(hacim/hacim) Derecesi (Nisastali ortam) | (Nisastasiz ortam) | Kons.(g/l)

0 42.03 49.01 64.10 5.80
5 47.50 58.91 60.10 525
10 47.48 65.29 57.00 5.25
15 47.35 63.41 55.00 5.26
20 40.93 61.02 54.02 5.90

Islem sonu enzim aktiviteleri incelendiginde, enzim stabilitesinin nigastali ortamda, nigastasiz
ortama gdre daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Kudryashova vd. (1997), a-chymotrypsin
enzimi ve etanol ilavesi ile yaptiklari deneysel ¢ahsmalarmda, ortamda enzimin kompleks
olusturabilecegi bir substrat veya baska bir polimer oldugunda organik ¢dzelti igerisinde
stabilitesinin daha yiiksek oldugunu savunmuglardir.

Toscano vd.’de (1994), ortamda substrat veya substrat benzeri maddelerin olmasi durumunda,
enzim stabilitesinin organik ¢dzelti icersinde daha yiiksek oldugunu belirtmiglerdir. Bu
durum; ortamda nisasta ve enzim varken etanol molekiillerinin daha ¢ok nigasta molekiilleri
ile etkilestigi yada enzimin nigasta ile kompleks olugturmast ile aktif kismin etanol
molekiilleri ile etkilesiminden korunmas ile agiklanabilir.

Etanol miktarmm enzim aktivitesi iizerindeki etkisini incelemek icin yapilan matematiksel
modelleme sonucunda nigastal ve nigastasiz ortamda gergeklestirilen deneyler icin elde edilen
verilerin asagidaki bagmntiya uydugu bulunmustur (Quadratik model, Ozbek ve Ulgen, 2000).

[A] = a + b*(Et) + c*(Et)® (7.21)

Et: % etanol miktar1 (hacim/hacim)
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Sekil 7.10 %Enzim aktivitesi, %hidroliz derecesi ve nisasta konsantrasyonunun etanol miktar
ile degisimi (T=60°C, pH=6.5, N=300 devir/dak)

Esitlik 7.21°deki a, b ve ¢ katsayilar1 Curve Expert 1.3 programu kullanilarak;

o Nigastali ortamda gergeklestirilen deneyler igin,
a:49.1326

b: 2.4469 (hacimv/hacim)™

c: -0.0938 (hacim/hacim)™

» Nisastasiz ortamda gergeklestirilen deneyler igin,
a: 64.1160
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b: -0.9132 (hacim/hacim)™
¢: 0.0204 (hacim/hacim)?

olarak hesaplanmigtir. Ayrica elde edilen verilere ait yapilan istatiksel analiz sonucunda
standart sapma (o) ve regresyon katsayist (R?) degerleri sirastyla, nisastali ortamdaki enzim
aktivitesi modeli igin 1.2519 ve 0.9902, nisastasiz ortamdaki enzim aktivitesi modeli igin
0.0358 ve 0.9999 olarak bulunmugtur.

7.11 CaCl’iin Enzim Aktivitesi ve Hidroliz Uzerindeki Etkisi

CaCly’iin enzim aktivitesi ve hidroliz iglemine etkisini incelemek igin yapilan deneysel
¢aligmada CaCl,, %1 (agrlik/hacim) oraminda nisasta igeren reaksiyon ¢dzeltisinin igerisine,
konsantrasyonunun 0.05, 0.1, 0.15. 0.2 g/l olacag miktarlarda ilave edilmistir. CaCl, ilavesi
ile reaksiyon ¢ozeltisi, 60°C sicaklik, pH 6.5, 300 devir/dak karistirict hizinda, 1.4 g/l enzim
ilavesi ile 30 dakika siiresince hidroliz iglemine tabi tutulmugtur. Ayrica, CaCl, ilavesi ile
enzimin proses gartlarma dayanikhiliii (proses sartlarindaki stabilitesini) inceleyebilmek
amaciyla deneyler nisastasiz ortamda da tekrarlanmugtir. Elde edilen sonuglar Cizelge 7.11°de
verilmig ve Sekil 7.11°de grafiksel olarak sunulmustur.

Cizelge 7.11 CaCl, konsantrasyonuna kargilik elde edilen deneysel veriler (T=60°C, pH=6.5,
N=300 devir/dak)

% % %

CaCl, | Hidroliz Derecesi | Enzim Aktivitesi | Enzim Aktivitesi Nisasta
(g (Nisastah ortam) | (Nisastasiz ortam) Kons. (g/)
0.00 42.03 49.01 64.10 5.80
0.05 49.60 63.38 65.11 5.04
0.10 49.34 67.76 65.08 5.07
0.15 48.89 66.00 65.24 5:M
0.20 49.00 66.50 67.46 5.10

Cizelge 7.11°den de goriildiigii gibi, ortama CaCl, ilavesi ile hidroliz derecesi %42.03’den
%49.60’a yaklagik olarak %18 oraminda artmig, ancak bu artig 0.05-0.2 g/l CaCl,

rancantracunnlar icin cahit Lalmictr
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Sekil 7.11 %Enzim aktivitesi, %hidroliz derecesi ve nisasta konsantrasyonun CaCl, ilavesi ile
degisimi (T=60°C, pH=6.5, N=300 devir/dak)

Islem sonu enzim aktivitelerine bakildiginda nigastali ortamda CaCl, ilavesi ile enzimin
stabilitesi artmugtir. Sekil 7.11°den de goriildiigii gibi, nisastasiz ortamda CaCly’iin enzim

stabilitesine Snemli bir etkisi olmamis, degerler sabit kalmigtur.

Ca"  iyonlariin reaksiyon ortammnda o-amilaz enzimlerinin ~stabilitesini  artirdigt
bilinmektedir (Salieri vd., 1994). Somers vd. (1991) «-amilaz enzimi ile yaptiklari
calismalarinda, CaCly’iin belirli bir konsantrasyona kadar enzim stabilitesini arttirdiginu, fakat
bir optimumdan sonra enzimi inaktive ettigini belirtmislerdir. Bajpai vd. (1992), deneysel
¢aligmalarinda q-amilaz aktivitesinin maksimum oldugu CaCl, konsantrasyonunu 0.2 g/l
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olarak belirlemis, bu konsantrasyondan sonra aktivitede bir azalma gozlemlediklerini
belirtmiglerdir*®.

‘Bolim 7°de sunulan tiim deneysel gahsmalara ait verilere uyan matematiksel ifadeler ve
istatiksel veriler Ek 1, Cizelge E1.1 ve Cizelge E1.2°de verilmistir.
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8. SONUCLAR VE ONERILER

Birgok biyoteknolojik proses hizh bir gelisim gdsterirken, enzimlerin deaktivasyonu bu
proseslerin verimini Snemli Slgiide etkilemektedir. Hidroliz iglemini katalizleyecek alternatif
teknolojilerin olmamasi, endiistride amilaz enzimlerinin Gnemini daha ¢ok arttirmustir.
Bundan dolay, kullanilan enzimler igin optimum sartlarin belirlenmesi aragtirmacilarin
ilgisini geken bir konu olmugtur.

Bu c¢ahgmada musir nigastasmin ticari bir enzim olan Bacillus kaynakh o-amilaz enzimi
(Sigma, iiriin kodu: A6211) ile hidroliz iglemine ait proses parametrelerinin (sicakhk, pH,
kangtirict hizi, zaman ve enzim miktar1) ve buna ilave olarak; reaksiyon ¢dzeltisine ilave
edilen her bir maddenin (maltoz, glikoz, gliserin, CaCl, ve etanol) enzim aktivitesi (nigastah
ve nigastasiz ortamda) ve musir nisastasimn hidroliz derecesi iizerindeki etkileri incelenmigtir.
Islem sonu a-amilaz enziminin aktivitesi ve musir nigastasmin hidroliz derecesi ile ilgili elde
edilen sonuglar agafida verilmistir.

1) Sicakhgmn etkisi incelendiginde, diigiik sicakhklarda enzimin stabilitesini korudugu
ancak reaksiyonu katalizlemedifi i¢in hidroliz derecesinin diisiik oldugu, sicaklik
artigt ile hidroliz derecesinin arttif1 gOriilmiigtiir. Yiiksek sicaklhiklarda enzimin
stabilitesini koruyamadigi, 65°C’den sonra sicaklikla aktivitesini tamamen yitirdigi
tesbit edilmistir. Deney sonuglam incelendiginde elde edilen enzim aktivite
degerlerinin (nisastal ve nisastasiz ortamda) Quadratik modele (30-70°C sicaklik
arahginda), ortamda kalan nigasta konsantrasyonu ile ilgili degerlerin (30-70°C
sicakhik aralifinda) Hill vd. (1997) tarafindan geligtirilen modele uydugu saptanmugtir.

2) pH’m etkisi incelendiginde, asidik ortamlarda enzimin stabil olmadid: (pH<6.5), bazik
ortamda ise reaksiyonu daha az katalizledigi tesbit edilmis ve reaksiyon igin optimum
pH degerinin 6 oldugu saptanmugtir. Deneysel verilere dayanmilarak yapilan
matamatiksel modelleme sonucunda enzim aktivite degerlerinin (nigastah ve nisastasiz
ortamda) Quadratik modele (pH 5.5°dan itibaren), ortamda kalan nigasta
konsantrasyonu ile ilgili degerlerin ise polinom denkleme uydugu goriilmiigtiir.
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Kanstiicr hizinin etkisi incelendiginde, kargtirict hiza artis1 ile enzim stabilitesinin
diigiis gosterdifi ve hidroliz derecesi i¢in optimum kangtirict hizinin 300 devir/dak
oldugu tesbit edilmigtir. Deneyler sonucunda elde edilen enzim aktivite degerlerinin
(nisastali ve nigastasiz ortamda) Quadratik modele, ortamda kalan nigasta
konsantrasyonu degerlerinin ise polinom denkleme uydugu belirlenmigtir.

Zamanmn etkisi incelendifinde, 90 dakika sonunda a-amilaz enziminin aktivitesinin
nigastali ortamda %14.7, nigastasiz ortamda %27.71 oldufu ve nigastanin
%49.49’unun hidrolizlendigi belirlenmistir. Elde edilen enzim aktivitesi degerlerinin
(nigastali ve nigastasiz ortam igin) birinci mertebe enzim inaktivasyon modeline,
ortamda kalan nigasta konsantrasyonu degerlerinin Komolpraset ve Ofoli (1991)
tarafindan gelistirilen modele uydu@u saptanmugtir.

Enzim konsantrasyonunun etkisi incelendifinde, 1.6 g/l enzim miktarimin reaksiyon
i¢gin doygunluk konsantrasyonu oldufu tesbit edeilmigtir. Deneyler sonucunda elde
edilen enzim aktivite degerlerinin Quadratik modele, ortamda kalan nigasta
konsantrasyonu degerlerinin ise Komolpraset ve Ofoli (1991) tarafindan geligtirilen
modele uydugu belirlenmigtir.

Viskozitenin ve ilave edilen gliserin miktarmn etkisi incelendiginde, ortama gliserin
ilavesi ile viskozite artarken hidroliz derecesinin diigiiy gOsterdifi ancak enzim
stabilitesinin artti$1 belirlenmigtir. Elde edilen deneysel sonuglar viskozite degerlerine
ve gliserin miktarma gore ayn ayrt degerlendirilmis ve her iki kosul i¢in enzim
aktivite degerlerinin (nisastali ve nigastasiz ortamda) Quadratik modele, ortamda kalan
nisasta konsantrasyonu degerlerinin Hill vd. (1997) tarafindan geligtirilen modele
uydugu belirlenmigtir.

Hidrolizat miktarmin etkisi incelendifinde, hidroliz iriinlerinin reaksiyonu inhibe
ettifi ve hidroliz derecesinin azaldifi, islem sonu enzim aktivite degerleri
incelendiginde inhibitdr etkisinin tersinir oldufu ve ortamda hidroliz {iriinleri varken
enzim stabilitesinin daha yiiksek oldufu tesbit edilmigtir. Deneyler sonucunda elde
edilen enzim aktivite degerlerinin (nigastalt ve nigastasiz ortamda) Quadratik modele,
ortamda kalan nigasta konsantrasyonu degerlerinin Hill vd. (1997) tarafindan
gelistirilen modele uydugu belirlenmigtir.
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Maltoz miktarmin etkisi incelendiginde, yiiksek konsantrasyonlarinda (10 g/l nigasta
iceren ¢dzelti icin 10g/1 ve lizerinde maltoz kullamildifnda) maltozun reaksiyonu
inhibe ettigi ve hidroliz derecesinin azaldifn goriilmiistlir. islem sonu enzim aktivite
degerleri incelendiginde inhibitér etkisinin tersinir oldugu ve ortamda maltoz varken
enzim stabilitesinin daha yiiksek oldugu tesbit edilmigtir. Deneyler sonucunda elde
edilen enzim aktivite degerlerinin (nigastali ve nigastasiz ortamda) Quadratik modele,
ortamda kalan nisasta konsantrasyonu degerlerinin Hill vd. (1997) tarafindan
geligtirilen modele uydugu belirlenmigtir.

Glikoz miktarmin etkisi incelendiginde, maltoz miktan degisiminin etkisine benzer
sonuglar elde edilmig, yiiksek konsantrasyonlarnda (10 g/ nisasta iceren ¢dzelti icin
10g/1 ve iizerinde glikoz kullamldiginda) glikozun reaksiyonu inhibe ettii ve hidroliz
derecesinin azaldig goriilmiigtiir. Islem sonu enzim aktivite degerleri incelendiginde
inhibitér etkisinin tersinir oldugu ve ortamda glikoz var iken enzim stabilitesinin daha
yikksek oldugu tesbit edilmistir. Deneyler sonucunda elde edilen enzim aktivite
degerlerinin (nisastah ve nigastasiz ortamda) Quadratik modele, ortamda kalan nigasta
konsantrasyonu degerlerinin Hill vd. (1997) tarafindan gelistirilen modele uydugu
belirlenmigtir.

10) Etanoliin etkisi incelendiginde, ortama %S5 ile %15 arahfinda hacim/hacim oramnda

etanol ilavesi ile hidroliz derecesinin yaklagik %12 arttifi, ¢Ozelti icersinde etanol
oraninin daha fazla arttirilmasi durumunda ise, enzimin yapisal olarak bozuldugu ve
hidroliz derecesinin azalma gOsterdifi tesbit edilmigtir. Deneyler sonucunda elde
edilen enzim aktivite degerlerinin (nigastali ve nigastasiz ortamda) Quadratik modele

uydugu saptanmugtir.

11) CaCl’iin etkisi incelendiginde, reaksiyon ortammda 0.05 g/l konsantrasyonunda

CaCl, bulunmasi ile enzim stabilitesinin yaklagik %29, hidroliz derecesinin yaklagik
%18 arttif1 belirlenmigtir. CaCly’iin daha yiiksek konsantrasyonlarda kullammmn (0.2
g/I’'ve kadar) ise stabilite ve hidroliz derecesindeki artisga daha fazla bir etkisinin
olmadif: g6riilmiigtiir.
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Bundan sonraki cabgmalarda, nisastayla ilgili proses veriminin arttirilabilmesi ve enzim
stabilitesinin miimkiin oldugu kadar korunabilmesi i¢in agafidaki faktorler incelenebilir:

e kaynag: farkh nigastalar ve o-amilaz enzimleri,

o tutuklanmig a-amilaz enzimleri,

e enzim stabilitesini saglayan farkh katki maddeleri,

e enzimin katalitik aktivitesine etki eden farkh maddeler,

o farkli reaktdr tipleri (membran reaktdrler veya kombine raektdr sistemleri).
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Ek 1. Deneysel Verilere Uyan Modeller ve R? Degerleri

Cizelge E1.1 a-Amilaz enzim aktivitesi ile ilgili modeller ve R* degerleri

Parametre Matematiksel model | Tiiretilmis denklem R?
Sicakhk Quadratik denklem [A]=a+ b[T] + [T} 0.9850
(Nigastal ortam)

Sicakhk Quadratik denklem [A]=a+ b[T] + [T} 0.9854
(Nisastasiz ortam)

pH Quadratik denklem [A] =a+ b[pH] + c[pH]* 0.9933
(Nisastah ortam) | (pH:5.5-9)

pH Quadratik denklem [A] = a + b[pH] + c[pH]’ 0.9807
(Nisastasiz ortam) | (pH:5.5-9)

Kangtirict hiz Quadratik denklem [A] =a + b[N] + ¢[N]* 0.9959
(Nisastah ortam)

Kanstirict hizi Quadratik denklem [A] =a+ b[N] + c[N]* 0.9994
(Nigastasiz ortam)

Zaman (Jones,1984) [A] = [Ao)*exp(-kp*t) 0.9970
(Nisastal ortam)

Zaman (Jones,1984) [A] = [Ao]*exp(-kp*t) 0.9956
(Nisastasiz ortam)

Enzim Kons. Quadratik denklem [A] = a + b[E] + c[E} 0.9947
(Nigastah ortam) |

Viskozite Quadratik denklem [A] = a + b[u] + c[p]? 0.9994
(Nigastah ortam)

Viskozite Quadratik denklem [A] =a+ b[u] + c[u] 0.9883
(Nigastasiz ortam)

Gliserin Miktan Quadratik denklem [A] =a + b[Gi] + c[Gi]* 0.9974
(Nigastah ortam)

Gliserin Miktar Quadratik denklem [A] = a + b[G1] + c[G:}* 0.9970

(Nigastasiz ortam)
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Cizelge E1.1 (Devam)
Parametre Matematiksel model | Tiiretilmis denklem R?
Hidrolizat Miktar1 | Quadratik denklem [A] = a + b[H] + c[H]* 0.9985
(Nigastasiz ortam)
Maltoz Kons. Quadratik denklem [A] =a -+ b[M] + c[M]* 0.9913
(Nigastah ortam)
Maltoz Kons. Quadratik denklem [A] = a+ b[M] + c[M]* 0.9977
(Nigastasiz ortam)
Glikoz Kons. Quadratik denklem | [A] = a + b[Gy] + c[G.] 0.9943
(Nigastah ortam)
Glikoz Kons. Quadratik denklem [A] = a + b[G2] + c[Ga]* 0.9974
(Nisastasiz ortam)
Etanol Miktar: Quadratik denklem [A] = a + b[Et] + c[Et])* 0.9902
(Nigastah ortam)
Etanol Miktar Quadratik denklem [A] = a + b[Et] + c[Et]* 0.9999

(Nisastasiz ortam)




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

Parametre Matematiksel model Tiiretilmis denklem R’

Sicakhk d[S}/dT= a*exp(-b*T) [S1] = [So] — a*exp(-b*T) 0.9812
(Hill vd., 1997)

pH Polinom denklem [S1] =a+b[pH]+c[pH}*+d[pH]’ | 0.9912

Kanstirict hizi Polinom denklem [Si] = a+b[NJ+c[NJ*+d[N]° | 0.9909

Zaman Ampirik formiil
(Komolprasert ve Ofoli, | [S;] =a*exp(-b*t) +¢ 0.9867
1991)

Enzim Kons, | Ampirik formil
(Komolprasert ve Ofoli, | [S;]=a*exp(-b*E) +c¢ 0.9971
1991)

Viskozite d[S}/du= a*exp(-b*1) [S1] = [So] - a*exp(-b*p) 0.9806
(Hill vd., 1997)

Gliserin Miktar1 | d[SV/dG=a*exp(-b*G1) [S1] = [So}- [Scio]*exp(-b*G1) | 0.9670
(Hill vd., 1997)

Thidrolizat d[SVdb=a*exp(-0*H) | [S1] = [Sc] - [Sml*exp(-a*H) | 0.9985

Miktar: (Hill vd., 1997)

Maltoz Kons, | d[SydM=a*exp(-6°M) | [S1] = [So] - [Sncl*exp(-a*M) | 0.9847
(Hill vd., 1997)

Glikoz Kons. d[SVdGsr=a*exp(-b*G2) | [S1] = [So] — [Sc2o}*exp(-a*Gy) | 0.9903

(Hill vd., 1997)
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