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DEKSTRANAZ ENZiMININ Paecilomyces lilacinus’ TAN ELDESI,
OPTIMiZASYONU VE KARAKTERIZASYONU

Tugba Subasioglu

oz

Dekstranaz (o0-1,6-D-glukan-6-glukanohidrolaz; EC3.2.1.11), bir polisakkarit olan
dekstranin hidrolizinde rol oynayan bir enzimdir. Dekstranazlarin pratikte
kullaniimasi, bu enzimlerin gesitli ortamlarda problem yaratan mikrobiyal kaynakh
dekstran birikimlerini depolimerize edebilmelerinden kaynaklanmaktadir. Dekstran
dis plagina yol agtigindan, dekstranazlar dig bakim trunlerinde kullanilabilmektedir.
Diger yandan, seker endustrisinde fungal kaynaklh dekstranaz eklenmesi, seker
islemlerinde verimi arttirmaktadir. Dekstranaz kullanimi ayrica glukoz polimerlerinin

yapisal ¢alismalarinda ve saflastirma islemlerinde de surduriimektedir.

Bu calismada, Paecilomyces lilacinus, 19 farkli fungus arasindan en iyi dekstranaz
ureten kaynak olarak secildi. Besiyeri ve dekstranaz Uretim kosullari optimize
edildi. En yuksek enzim duretimi, karbon kaynagi olarak 10g/L dekstran, azot
kaynagi olarak 0.5g/L NaNOj kullanilarak, 30°C’ de, pH 6’ da, 100 rpm'de 7
glinliik inkiibasyonla 2x10° inokiilasyon miktari ile elde edildi. Enzim aktivitesini
etkileyen faktorlerden, reaksiyon zamani, pH, sicaklik ve substrat konsantrasyonu
bulundu. Enzimin optimum aktivitesini pH 5 ve 50°C’ de gosterdigi; bununla birlikte,
pH 4.0-8.0 araliinda 24 saat, ayrica 50°C’ de 24 saate kadar stabil kaldidi
goruldu. Dekstranazin, CuS04.5H,0, K,Cr,07, CdCIl, ve HgCl; ile inaktive oldugu
bulundu. Degisik matrikslere immobilize edilmis P. lilacinus hucreleri ile 6 dongu
boyunca dekstranaz Uretimi gerceklestirildi. Agar ve alginat boncuklarinin ilk
dongude yuksek enzim aktivitesi verdikleri gozlenirken, polilretan sungerin

dorduncu dongude maksimum aktiviteyi verdigi bulundu.

Anahtar sozciikler: Dekstranaz, dekstran, endustriyel enzim, fungus,
immobilizasyon, Paecilomyces lilacinus.
Danigman: Prof Dr Emir CANSUNAR, Hacettepe Universitesi Fen Fakiiltesi

Biyoloji BolimU, Genel Biyoloji Ana Bilim Dali
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OPTIMIZATION AND CHARACTERIZATION OF DEXTRANASE ENZYME
PRODUCED BY Paecilomyces lilacinus

Tugba Subasioglu

ABSTRACT

Dextranase is an enzyme that acts on the hydrolysis of dextran which is a
polysaccharide. Dextranases are of practical importance since these enzymes can
depolymerise various troublesome microbial dextran deposits. Since dextran is
involved in dental plaque formation, dextranases are also used in the manufacture
of sophisticated dentifrices as an additive for prevention of dental caries. On the
other hand, in the sugar industry, the addition of a fungal dextranase could improve
the efficiency o raw sugar processing. The uses of dextranases had also been

extended to structural studies of glucose polymers and purification processes.

In this study, Paecilomyces lilacinus was selected as the best fungal source to
dextranase production among 19 different fungi strain. Culture medium and the
production conditions of dextranase were optimized. The highest production of
dextranase was obtained when 10g/L dextran was used as the carbon source and
0.5 g/L NaNOj; as the nitrogen source at 30°C, pH 6, 100 rpm for 7 days with the
2x10° inoculation dosage. Factors affecting enzyme activity were also found. The
basic parameters, i.e. reaction time, pH, temperature, and substrate concentration,
were standardized. The enzyme showed optimal activities at pH 5 and 50°C,
meanwhile stable over a pH range from 4.0 to 8.0 at for 24 h and stable over a day
at 50°C. Dextranase was inactivated by CuSQ,4.5H,0, K.Cr,O7, CdCl, and HgCls.
Dextranase production from the immobilized cells of P.lilacinus on various supports
was carried out for 6 cycles. The enzyme activity of whole cells immobilized in agar
and alginate beads was very high at the first cycle, while the dextranase activity

from polyurethane sponge cubes was the highest at the fourth cycle.

Keywords: Dextranase, dextran, fungi, immobilization, industrial enzyme,
Paecilomyces lilacinus.
Advisor: Prof Dr Emir CANSUNAR, Hacettepe University, Science Faculty,

Department of Biology, General Biology Section
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1. GIRIS

Cok sayidaki endustriyel enzim arasinda yer alan dekstranaz enzimi (a-1,6-D-
glukan-6-glukanohidrolaz; EC3.2.1.11), dekstranin a-1-6 glikozidik baginin
hidrolizini katalizlemektedir. Dekstran, a-1,6 ve ¢ok sayidaki yan zincirlerin a-1,2,
a-1,3 veya a-1,4 baglariyla ana zincire baglanmig D-glukoz uUnitelerinden olusmus
yuksek molekul agirlikli polimerlerin ortak adidir. Dekstrani yikan enzimler,
degisik karbohidraz ve transferaz gruplarindan form almaktadir (Khalikova et al.,
2005).

Dekstranaz enziminin, hayvan ve insan dokularinda, yuksek bitkilerde, fungus,
bazi maya ve bakterilerde bulundugu bildirilmistir. Ancak dekstrani yikabilen
enzimlerin en iyi Ureticilerinin filamentéz funguslar oldugu ve bu
mikroorganizmalarin, ekstraselller endodekstranazlari en fazla miktarda
sentezledikleri belirtilmigtir. Bu konuda yapilan ¢alismalar da, funguslar Uzerinde

yogunlagsmaktadir (Rogalski et al., 1997).

Dekstranaz enzimi, dekstran polimerinin yikimini gergeklestirdiginden, uygulama
alanlar cesitlilik gostermektedir. Bu enzimin, 6zellikle ¢esitli problemler yaratan
mikrobiyal olusumlu dekstran birikimlerini depolimerize edebilmesi, 6nemli
endustriyel uygulamalara sahip olmasinin sebebi olarak goésterilebilir (Khalikova
et al., 2005).

Dekstranaz enziminin baslica kullanim alani olarak seker Uretim endUstrisi
gosterilebilir. Mikrobiyal kaynakli dekstran olusumu, seker prosesinde ¢ok sayida
probleme yol acmaktadir. Bu problemlerin ¢6zUmu igin ise en pratik yol,
dekstranaz enziminin islemler sirasinda kullaniimasidir. Bunun yani sira dis plagi
olusumunda da bakteriyel kaynakl dekstran s6z konusu oldugundan, dekstranaz
enziminin bu dental plak olusumunu engelledigi, ve bu konuda ¢alismalar oldugu
bilinmektedir. Ayrica tip ve biyokimya alanindaki bazi c¢alismalarda, dekstran
polimerinin yikimi igin dekstranaz kullaniimaktadir (Eggleston and Monge, 2004;
Abdel-Naby et al., 1999; Rogalski et al., 1997; Safarik, 1990).



Bu g¢alismada fungal bir kaynak olarak Paecilomyces lilacinus’ tan dekstranaz
enziminin eldesi amagclandi. Bu fungustan dekstranaz Uretimi surecinde, besiyeri
ve fiziksel kosullarin optimizasyonu gergeklestirildi. Daha sonra enzimin
aktivitesini etkileyen fizyolojik kosullar incelenerek optimize edildi. Bunun
ardindan, elde edilen enzimin kararlilik suregleri ve bazi iyonlarin enzime etkileri
incelendi. Son olarak dekstranaz enzimi, agar, sodyum alginat ve polilretan
sunger gibi cesitli matrikslere immobilize edilmis Paecilomyces lilacinus
hdcrelerinden Uretildi ve bu Uretim sonunda elde edilen enzim, serbest
hicrelerden elde edilen enzim ile karsilastirildi. Tim bu ¢alismalar sonucunda,
dekstranaz icin yaygin bir kaynak olmayan Paecilomyces lilacinus ‘tan, miktar ve
kalite olarak endustriyel anlamda iyi degerlere sahip dekstranaz enzimi eldesi

gerceklestirildi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Endustriyel Enzimler

Enzimler canli hucreler tarafindan sentezlenen, sahip olduklari biyolojik aktivite
sayesinde organizmalarda substratlarin kimyasal degisimini katalizleyen
kompleks protein molekulleridir. Enzimlerin, diger katalizorlerden farkli olan
Ozelikleri, son derece hizli galismalari, reaksiyonlari 6zgul olarak kataliz etmeleri
ve bu biyokimyasal reaksiyonlari az enerji ile basarmalaridir (Gozukara, 1994).
Enzimler in vitro kosullarda da katalitik aktivite gosterdiklerinden,
mikroorganizmalardan Uretilip izole edilerek c¢esitli endustriyel alanlarda
kullanilabilirler. Enzimlerin bu sekilde endustriyel sureglerde kullaniimalari
islemleri topluca “enzim teknolojisi” olarak bilinir. Enzim teknolojisi, mikrobiyal
igslemler (Uretici suslarin segimi, gelistiriimesi vb.), enzimlerin fermentasyon
yoluyla Uretimleri (bUyUk 6lgekte Uretimi i¢in yapilan besiyeri, ortam kosullari vb.
dlzeylerdeki optimizasyonlar), katalitik etkinligin arttirlmasi i¢in enzimlerin Ug
boyutlu yapilarinin degistiriimesi (protein muhendisligi), izolasyonlari ve
immobilizasyonlari (enzimlerin ¢ozunmeyen destek materyaller yardimiyla suda

¢ozinmeyen hale getirilmesi) galismalarini kapsar (Topal, 2007).

Enzimlerle ilgili ilk c¢aligmalar, 1760 ile 1825 vyillari arasinda Berzellius’ un
gozlemleri ile baslamigtir. Berzellius, bugddaygillerden elde edilen enzim
karisiminin nisastayl pargaladigini fark etmistir. Bunun Gzerine enzimlerle ilgili
sistematik ¢calismalar baglamis ve bu ¢alismalar ginimuze kadar devam etmistir.
Enzimler bugun hucre disina ¢ikmig ve gunluk hayatimizin igine girerek pek ¢ok

endustride kullanim alani bulmustur (Gozukara, 1994).

Enzim endustrisi, modern biyoteknoloji sayesinde, 6zellikle son 40 yildir hizli bir
ilerleme kaydetmistir. Dogada bulunan enzimler, bildigimiz gibi ¢ok esKi
zamanlardan beri kullaniimaktadir. Enzimlerin kullanildigi pek c¢ok islem, hem
kendiliginden ureyen mikroorganizmalardan, hem de mikroorganizmalarin ortama
eklenerek hazirlandigi kosullara bagli gerceklesir. Rekombinant gen teknolojisi ile

uretim daha da gelismis ve ticari enzimlerin kolaylikla elde edilmesi mumkun hale
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gelmistir. Bunun yani sira modern biyoteknolojideki son gelismelerle birlikte
protein muhendisligi, endustriyel enzimlerin ilerleme kaydetmesini saglamisgtir.
Dunya ¢apindaki endustriyel enzim kullanimi, 1995’ te 1 milyar dolar iken, 2000

yihinda 1,5 milyar dolara yukselmistir (Kirk et al., 2002).

Enzim sektorinde en blyuk dilimi olan, teknik enzim olarak adlandirilan dilim, %
65’ lik kullanimi ile deterjan, nisasta, tekstil, deri, kagit ve kagit urunleri ile kisisel
bakim uUrdnlerini igine almaktadir (Sekil 2.1). Gida enzimleri, pazarin % 25'lik
kisminda ikinci buyuk dilimde yer alir. Bunlar da sit ve sit Grlnleri, ekmek, pasta
mamulleri, sarap ve meyve sulari, bira ile yag endustrilerini igerirler. Uglinc
olarak da hayvan yemi sanayinde kullanilan enzimler, % 10’luk bir dilimde yer
alirlar (Cherry and Fidantsef, 2003; Kirk et al., 2002).

Deterjar
Nigasta
Tekstil

Sekil 2.1. Cesitli endustriyel enzim sektorlerinin paylari (Kirk et al., 2002).

Enzimler, kimyasal katalizor gorevlerinden 6te, dnemli ve giderek daha da 6nem
kazanan avantajlar saglarlar. Yenilenebilir kaynaklardan elde edilebilmeleri,
biyolojik olarak yikilabilmeleri, sicaklik ve pH’nin ihmli kogullarinda ¢alisabilmeleri
ve reaktan ile Urin stereo kimyasina karsi oldukc¢a duyarli segicilikleri, enzimlerin
bazi avantajlarindandir. Enzimler, sunduklari avantajlarla bazi kimyasallarin yerini
almalarina ragmen, c¢ok ucuz maliyetli olan, oturmus geleneksel kimyasal
islemlerle yine de rekabet etmek zorundadirlar. Modern biyoteknolojideki
gelismelerle birlikte, 6zellikle de genis Olcekli fermantasyon ve rekombinant DNA
teknolojisi sayesinde sadece enzimler ekonomik olarak uygun hale getiriimekle

kalinmamig, ayni zamanda inorganik solventler gibi farkli dogal olmayan
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ortamlarda performans gosterebilen cesitli enzimler yaratiimistir (Cherry and
Fidantsef, 2003).

Bugun, endustriyel enzimlerin % 90’ 1, maksimum urin safligi ve dretim
maliyetinin dugurulmesi igin rekombinant olarak uretiimektedir. Ekspresyonu ise,
istenmeyen bolge aktiviteleri uzaklastirilarak ve genlerin ekspresyonu artirilarak
modifiye edilmis fungal veya bakteriyel bir konakta uygulanmaktadir. Bu sekilde
normalin 4 kati urln eldesi saglanmaktadir. Enzimleri 6zel endustriyel proseslere
uyarlamak icin bazi teknikler gelistiriimisti. Bazi PCR metodlari, kaset
mutagenezi ve doyma mutagenezi, hedef geni kendiliginden degistirmek icin
farkh derecelerde basariyla galigirlar (Beilen and Li, 2002; Cherry and Fidantsef,
2003).

Endustriyel enzimler arasinda yer alan dekstranaz enzimi, yuksek bitkilerde,
memeli dokularinda, fungus, bazi maya ve bakterilerde bulunan bir enzimdir.
Dekstranaz enzimi (a-1,6-D-glukan-6-glukanohidrolaz), bir polisakkarit olan
dekstranin a-1-6 glikozidik baginin hidrolizini katalizler. Dekstran, a-1,6 baglariyla
baglanmis a-D-glukopiranoz molekullerinin - olusturdugu bir homoglukandir.
Glukoz omurgasindaki dallanma nedeniyle dekstran polimerleri, zincir uzunluklar
ve fizikokimyasal 6zellikleri agisindan dikkat gekici bir gesitlilige sahiptir. Onceleri,
bu enzimler sadece endo ve ekzodekstranazlar olarak siniflandiriimaktaydi,
ancak farkliliklari sebebiyle bu enzimler substratlarina ve urltnlerine gore gruplara

yerlestirilerek daha detayli olarak tanimlanmaya baglandi (Khalikova et al., 2005).
Dekstranaz enziminin yapi ve 6zelliklerine gegmeden 6nce, bu enzimin hidroliz
ettigi dekstran polimerinin yapisina ve bazi 6zelliklerine deginilecektir.

2.2. Dekstranin Yapisi ve Ozellikleri

Dekstran, a-1,6 ve ¢ok sayidaki yan zincirlerin a-1,2, a-1,3 veya a-1,4 baglariyla

ana zincire baglanmis D-glukoz Unitelerinden olusmus yuksek molekul agirlikh
polimerlerin ortak adidir (Sekil 2.2).



Sukrozdan bu glukanlari sentezleyen enzimler, genel terimiyle dekstransukraz
olarak bilinirler (1,6-a-D-glukan-6-a-glukoziltransferaz, EC2.4.1.5.). Dekstranlar,
Leuconostoc  mesenteroides, = Saccharomyces  cerevisiae, Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus sanfrancisco ve bazi Streptococcus turtne ait bakteriler

ile bazi Rhizopus turleri tarafindan Uretilirler (Sidebotham, 1974).

Sekil 2.2. Dekstranin yapisi (www.scientificpsychic.com, 2008)

Diger dekstran Ureten bakteriler, Acetobacter capsulatus (yeni adiyla
Glucanobacter oxydans) ve Acetobacter viscous, dekstrin dekstranazlari Uretirler
(EC2.4.1.2), ki bu enzim de dekstrinleri dekstranlara donusturir. Leuconostoc
mesenteroides turleri induklenebilir ve son zamanlarda izole edilmis mutant tirleri
hari¢, dekstran biyosentezi igin ortamlarinda sukroza gereksinim duyar (Sekil
2.3.).

CH;0H
WA O MOCH oy
OH H H
HO 0 HOS Ch,om
OH HO

Sekil 2.3. Sukrozun kimyasal yapisi (www.scientificpsychic.com, 2008)


http://www.scientificpsychic.com/
http://www.scientificpsychic.com/

Streptococcus turtine ait bakteriler, genellikle konstitutiftir ve enzim ekspresyonu
icin ireme ortamlarinda sukroza gereksinim duymazlar (Eifuku et al. 1989; Sims
et al., 2001).

Dekstransukraz, ana zincirinde % 50 veya daha fazla a-1,6 glukozidik bag iceren
glukan sentezini katalizler. Bakteriyel dekstranlarin yapilari ve Ozellikleri,
mikrobiyal turler ile Ureme oranlari ve reaksiyon kosullarina gore degisebilir.
Dallanmis zincirlerin pozisyonu, dallanma derecesi, dallanmis zincirin uzunlugu
ve molekldl agirhginin dagihmi, dekstranin fizikokimyasal o6zelliklerini etkiler.
Ornegin, dallanma derecesi arttikca, suda ¢ozinUrlik derecesi diger. Bir bagka
deyigle, % 43’ ten daha fazla dallanmis 1,3-a zincirlerine sahip dekstran, suda

¢6zunmez olarak tanimlanir (Mehvar, 2000).

Leuconostoc mesenteroides’ in onemli suslari olan NRRL B-512 ve B-512F’'den
elde edilen en genis Olgcude calisiimig dekstransukraz, a-1,6 bagli dekstran
zincirleriyle beraber, duz zincirli yaklasik %5’lik rastgele dagilmis a-1,3 dalli, 50-
100 kadar kismi sentezler. Uzun dallar dekstranin o6zellikleri icin 6nemli
faktorlerdir. Bunun yani sira diger Leuconostoc tlrlerinin glukanlarin sentezini
sonuglandiran, suda ¢ozunebilen fraksiyonlarin ve suda ¢cb6zunmeyen veya daha
az ¢Ozunebilen kisimlari igeren bazi dekstransukrazlari Urettigi bilinir (Santos,
2000).

Leuconostoc mesenteroides’in B-1299 susu, 2 tip dekstran sentezleyebilen hem
ekstraseluler hem de intraseluler dekstransukraz Uretir. Bunlar, %27 a-1,2 ve %1
a-1,3 dala sahip L fraksiyonu ile %35 a-1,2 dalli zincire sahip S fraksiyonlaridir.
Leuconostoc mesenteroides B-742 susunun da a-1,6 dallara ek olarak, %14 a-
1,4 ve %1 a-1,3 dalli L fraksiyonu ile %50 a-1,6, %50 a-1,3 dallarini igeren ve hig
a-1,4 dalli zinciri olmayan S fraksiyonunu Ureten 2 tip dekstransukrazi ifade ettigi
bildiriimektedir (Kim and Robyt, 1995).

Dusuk duzeyde dalli dekstranlar, Penicillium turlerine ait endodekstranazlar
tarafindan hidrolize edilebilir, ancak Leuconostoc mesenteroides’in B-1142, B-
742 ve B-1299 suslar tarafindan uretilen yluksek dizeyde dallanmis dekstranlar,

endodekstranaz hidrolizine direnglidir. Leuconostoc mesenteroides NRRL B-1355

7



susu, 2 farkh glukan sentezler. L fraksiyonu, Leuconostoc mesenteroides B-512
dekstranina benzer, ancak S fraksiyonu degisik sirasi olan %53 a-1,6 ve a-1,3

dallara sahiptir ve alternan olarak adlandirilir (Misaki,et al., 1980).

Streptokoklar tarafindan Uretilen glukanlarin detayh kimyasal yapi ve oOzellikleri,
pek cok yayinda gosterilmistir. Bazi Strepfococcus turine ait bakteriler, 2 grup
glukosiltransferaz  olusturmaktadir. Bunlar, o©Onceden dekstranlar olarak
siniflandirilan suda ¢ézunebilen glukanlari sentezleyen a-1,6 baglari icerenler ve
suda c¢b6zunmeyen glukanlari sentezleyenlerdir. Streptococcus mutans
OMZ176’nin sentezledigi suda ¢ézinmeyen glukan, %90 a-1,3- glukozidik bag
zincir igerir. Bunun aksine, Streptococcus sanguis 804’ten elde edilen jelatinsi
glukan, normal miktarda a-1,3 ve a-1,6 glukozidik bag icerir (Khalikova et al.,
2005).

2.2.1. Dekstranin molekul agirhgi

Molekul agirhklart 1000 ile 2.000.000 arasinda degigebilmektedir. Dusuk
molekuler agirlikli dekstranlar, daha az dallanma gOsterirken, molekuler agirlik
dagihm alanini daraltirlar. Molekul agirhgi 10.000’in Uzerinde olan dekstranlar,
oldukga dallanmis yapidadirlar. Molekul agirligi arttikca dekstranlar daha fazla
simetri kazanirlar. Molekul agirhdi 2.000’den az olanlar, daha ¢ok cubuksu yapida
iken 2.000-10.000 arasindakiler daha sarmal yapi gosterirler. Fraksiyonlarin
molekdl agirliklari anahtar 6zellik tasir ve fraksiyonlari karakterize etmek icin jel
kromatografisinden yararlanilir. Dekstran fraksiyonlari, esnek ve genigletilmis
polimerler gibi davranirlar ve solisyon i¢inde genisleyebilir sarmal seklindedirler

(Dextran fractions, 2001).



2.3. Dekstranin Uygulama Alanlari

2.3.1. Stabilize ediciler

Enzimleri, mikroorganizmalari, liyofilizayon ve vakumla kurutma esnasinda
hdcreleri stabilize edebilmektedir. Stabilizasyon 06zelligi, 6zellikle asilamada
oldukga 6nem kazanmaya baslamistir. Dekstran, gevsek biyomolekullerin kuru
ortamda biyokorunumu igin yeni bir metot gelistirimesini saglamaktadir. islem,
kurutma sirasinda donuk faza cevrilirken ortama dekstran veya benzeri bir
maddenin eklenmesi ile gergeklestirimektedir. Dekstranin, donma-erime
sirasinda krioprotektif ajan (donmayi Onleyici) olarak ortama eklenmesi,
literatlrde yer almaktadir. Solusyon icindeki hassas biyomolekdillerin stabilitesinin
arttinimasinda dekstranin % 20 gibi dlistUk konsantrasyonlarinin etkili oldugu

gozlenmigtir (Dextran fractions, 2001).

2.3.2. iki faz ayrimi

Sulu iki faz sistemleri biyomelkuller ve hucre alti partikuller i¢in basarili bir ayrim
yontemidir. Dekstranin da % 6 gibi dusuk konsantrasyonlarinin polietilen glikol ile
birlikte kullaniimasi, nukleik asitler, virusler, enzimler, ve diger proteinlerin

fraksiyonlarina ayrilmasinda kullaniimaktadir (Walter et al., 1985).

2.3.3. Serum solusyonlari

Uygun organlarda soguk depolama igin serum solusyonlarina dekstran eklenmesi
oldukga yaygin olarak kullanilan bir yéntemdir. Bu sayede hilcre butinlGgu
korunur, hicrenin sismesi onlenir ve hucre, serbest radikal hasarindan korunmus
olur (Howden et al., 1990).



2.3.4. Kozmetikler

Dekstran, kozmetiklerin bileseni olmak igin pek ¢ok cekici 6zellige sahiptir. Bunlar
arasinda notral ve suda ¢dzlnebilen bir madde olmasi, yenilenebilir kaynaklardan
elde edilebilmesi, kusursuz biyouygunluga ve Kklinik olarak guvenli kullanima
sahip olmasi, yuksek saflik derecesinde kullanisgli olmasi, ¢ok fazla nemlendirici
Ozellige sahip olmasi ve viskozitesinin, pH ya bagimli olmamasi sayilabilir
(Dextran fractions, 2001).

2.3.5. Dekstran kompleksleri

Dekstranin sentezi ve biyolojik 6zellikleri, biyoaktif maddelerle birlestiriimesini
mumkun kilar. Buna en iyi ornek, demir ve koloidal dekstran kompleksi ile
gadolinyum-dekstran  kompleksidir. Bu uygulamalar, manyetik rezonans
teknikleriyle tumor taramasinda c¢ok o6nemli fayda saglamigtir. Koloidal demir
kompleksleri ¢ogunlukla domuz ve buzagi yavrularinin anemi tedavisinde

kullaniimaktadir (Dextran fractions, 2001).

Dekstranin, dekstran sulfonat ve dekstran sulfat gibi turevlerinin antikoagulan
olarak kullanimi oldugu, yapilan c¢alismalarda gosterilmigtir. Ayrica fenilasetat-
dekstran turevi (NaPaC) meme kanserinde hicre proliferasyonunu engellemekte
ve bunlarin endotelial hucrelerle baglantilarini modifiye etmektedir (Kosmala et
al., 2000).

Dietil aminoetil dekstran, bir polikatyonik dekstran tlrevidir. Yuksek saflik
derecesi ve kontrol edilmig mikrobiyolojik kalitesi ile DEAE dekstran, molekuler
biyoloji ve saglik sektorl uygulamalarinda ¢ok kullaniimaktadir. Uygulamalari
cesitli tibbi konularda olabilir. Ornegin asi yapimi esnasinda, veterinerlikte,
enjeksiyondan dnce antijene genellikle % 10-15 oraninda eklenmektedir. DEAE
dekstran hiicrelerin protein ve niikleik asit alimini artirir. insan makrofajlarina
DNA transferi teknikleri ile karsilastirildiginda olaganustu bir transfeksiyon saglar.
DEAE dekstranin adenoviris kaynakli gen terapisini herhangi bir toksisitesi

olmadan arttirdigi bulunmustur ve hicre kulttrlerinde viral enfektiviteyi arttirdigi
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bildirilmigtir. Bunlarin yani sira, protein stabilizasyonunda, vakumla kurutulmus ve
solisyondaki enzimlerin etkili bir sekilde stabil kalabilmelerinde rol oynar. Ornegin
gliserol kinaz yalnizca vakumla kurutuldugunda aktivite kaybina ugrar. Ancak
ortamda DEAE dekstran ve laktitol varken kurutuldugunda aktivite sabit kalir.
Ayrica flokilasyon ajani olarak su aritiminda da kullaniimaktadir

(http://www.dextran.dk/deae_index.htm).

Dekstran, birgok analitik metotta ve Ozellikle kromatografik uygulamalarda da
destek materyali olarak kullaniimaktadir. Ayrica kan agici, kan hacmini arttirici
Ozellilige sahip oldugu da belirtilmistir. Ayrica glukoz polimerlerinin yapisal
calismalarinda ve saflagtirma proseslerinde uygulamasi bulunmaktadir (Finnegan
et al., 2004).

2.3.6. Dekstranlar ile kolona spesifik ilag kullanimi

GUnUmuzde, dekstran prodruglarina karsi duyulan ilgi strekli olarak artmaktadir.
ilac molekiillerinin dekstran molekiiline baglandigi cesitli dekstran iceren
‘prodrug’lar, mide ile ince bagirsak tarafindan absorblanmaz ve bozulmadan
kalir. Ancak bu prodrug, her graminda 10" Bacteroides iceren bagirsak mikro
florasina girdiginde, dekstran zincirine rastgele baglanir ve terminal baglar ilaci
kolonda serbest birakir (Sinha and Kumria, 2001). Bununla ilgili ilk c¢alisma,
1989’da naproksenin dekstranla konjugesiyle gerceklesmistir. Ketoprofen-
dekstran, naproksen-dekstran ve ibuprofen-dekstran, molekdl agirligi 10.000-
500.000 olan dekstranla kullanildiginda, domuzda spesifik olarak kolon

bdlgesinde salinimi olmaktadir (Harboe et al., 1989).

Bir bagka calisma, 72.600 molekul agirigindaki dekstranla yapiimigtir. Metil
prednizolon ve deksametazon prodruglari dekstranla hazirlanmistir.
Glukokortikoidler dekstrana baglanmak icin fonksiyonel gruba sahip
olmadigindan, spacer molekul kullaniimistir. Bunun sonucunda, dekstranin ust
gastrointestinal sistemde ¢ok az hidroliz oldugunu, buna karsilik sekal ve kolonik
icerikle tamamen yikildigi goézlenmigtir. Bu polimerik prodruglarin, yapilan

calismalar sonucunda ilacin kendisinden daha etkili oldugu bildirilmistir (McLeod
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et al.,, 1994) . Bu sistem, ilaci spesifik olarak kolona tasidigindan, kolon hedefli
durumlarda oldukg¢a kullanighdir. Prodruglarin yani sira, gapraz baglayici ajan
olarak diizosiyanat kullanilarak, ratlarin korbagirsaginda dekstranazlarla
tamamen vyikilabilir bir dekstran hidrojeli elde edilmistir. Bunun disinda yine
kolona spesifik ilag konusunda glutaraldehit capraz bagh dekstran kapsdulleri
yapilmistir. Ayrica kolonda yikilabilir gastrik ve intestinal akintilarda ¢ozinmeyen
dekstran yag asidi esterleri sentezlenmigtir (Sinha and Kumria, 2001).

2.3.7. Gida endustrisi uygulamalari

Gida uygulamalarinda kullanilan, bir laktik asit bakterisi olan Leuconostoc
mesenteroides tarafindan sukroz sekerinden Uretilen dekstran polisakkaritinin
finrn mamullerinde kullanimi, gida komiteleri tarafindan kabul edilmistir. Bu
kullanim alaninin yani sira dekstranlar, klinik beslenme, fruktoz suruplarinda,
fermente Urlnlerde ve benzeri Granlerde de kullaniimaktadir. Ayrica sekerleme ve
dondurma Urdnlerinin iceriklerinde de bulunmaktadir. Firin  mamullerinde
dekstranaz kullanimi, yumusaklik, gevreklik ve ekmek hacmi saglamaktadir.
Ancak kullanim diuzeyi son urinde %5 oraninda olacak sekilde ayarlanmaktadir.
Dekstran ayrica, 0zellikle eklenmedigi halde balda da gorulmektedir. Filipinler’ de
yapilan ve ticari olarak satisa sunulan “nata” tatlisinin igerigini de suda
¢cozUnmeyen dekstranin meyve suruplariyla tatlandiriimig hali olusturmaktadir.
Dekstranin alkolde ¢6zUnmuyor olmasi, alkolll igecek yapimi Uretimi igin bu
seker ve seker suruplarinin uygun olmadigi anlamina gelmektedir. (Scientific

committee on food, 2000).

Leuconostoc mesenteroides, gida urinu sukrozun, dekstrana biyodonusumuinde
birincil fermantasyonda kullanilir. ikincil fermantasyonda, fruktoz biyoddnisim
karisimindan uzaklastiriir. Toz formunun hazirlanabilmesi igin, fermentasyon
Saccharomyces cerevisiae ile gergeklestirilir. Sivi formda dekstran Gretmek igin

ise, Lactobacillus plantarum ve Lactobacillus sanfrancisco ile fermantasyon

yapilir.
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Leuconostoc mesenteroides ve Saccharomyces cerevisiae, “U.S. Food and Drug
Administration” kurulusu tarafindan belirlenen GRAS (Generally Recognised as
Safe) kategorisine girip, patojen olmayan mikroorganizmalar olarak bilinirler ve
¢cok cesitli gida maddelerinin veya igeriklerinin hazirlanmasinda guvenilir bir

gecmise sahiplerdir.

Leuconostoc mesenteroides, peynir baslangig kualtirinden izole edilir ve
genellikle Avrupa’ daki peynir gesitlerinin yapiminda kullanilir. Saccharomyces
cerevisiae ise pek c¢ok gida fermantasyon prosesinde siklikla kullanilan bir
mayadir. Lactobacillus plantarum ve Lactobacillus sanfrancisco, fermente sut
urinleri ve maya olarak kullanilan eksi hamurun hazirlanmasinda ticari olarak
oldukga elverigli kullanima sahip iki mikroorganizmadir. Saccharomyces
cerevisiae hari¢ tum tirler, laktik asit bakteri kategorisine aittir ve bu bakterilerin,
sukroz varliginda ekzopolisakkaritleri Urettigi iyi bilinmektedir. Son Urlnlerine
bakildiginda, spesifik kosullar dahil higbir durumda ve Urinde toksin veya

antibiyotik aktivitesine rastlanmamistir (Scientific committee on food, 2000).

2.3.8. Dekstranin Sindirimi

Ratlarda ve insanlarda dekstranin oral yoldan alinmasi, kan sekerinin ve
karacigerdeki glikojen seviyesinin hizla artmasina sebep olmaktadir. Ratlarda
sindirim ve kolonun duruma uygunlugu fazladir. Hayvan, gelisimi i¢in sindirilmis
dekstrani kullanir. Bu polisakkarit, yalnizca bakteriyel hareketle degil,
bagirsaktaki enzimlerle de hidroliz edilir. Enzimler, ince bagirsak mukozasi iginde
yerlesirler. Kalin bagirsak ve korbagirsak, ¢ok az miktarda dekstran hidroliz
aktivitesi gosterir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalardan alinan bilgilere gore,
dekstran % 90 oraninda monosakkaritlere kadar hidroliz edilmektedir ve kalan
dekstran da, karboksilik asitlere fermente olmaktadir (Scientific committee on
food, 2000).

Kolondaki (kalin bagirsagin alti) dekstranaz aktivitesi, anaerobik Gram (-)

bagirsak bakterilerinden 6zellikle Bacteroides ile gosterilmistir. Dekstranin ayrica

13



insan diskisinda bakteriyel faaliyet ile de yikilabildigi gdézlenmistir (Sinha and
Kumria, 2001).

2.4. Dekstran Hidrolize Eden Enzimler

Dekstran hidroliz eden enzimlere ilk baglarda duyulan ilgi, dekstranin yapisini
aciklamay! ve Leuconostoc mesenteroides tarafindan kismen hidroliz edilen
dekstran polimerini elde etmeyi amaglayan g¢alismalarda gorulmustar (Ingelman,
1948). Dekstranazlar ayrica cesitli problemler yaratan mikrobiyal olusumlu
dekstran birikimlerini depolimerize edebildiginden, ©6nemli bir endustriyel
uygulamaya sahip olmuslardir. Dekstran polimeri, birgok biyoteknolojik

uygulamada kullaniimak Uzere dekstranazlar tarafindan modifiye edilebilir.

Dekstran hidroliz eden enzimler Gzerine 1500°’den fazla sayida bilimsel makale ve
100’ den fazla sayida patent calismasi yapimistir. Bu c¢alismalarin temeli,
Cellvibrio fulva’ dan 1940 yilinda elde edilen dekstranazin rapor edilmesiyle
atilmisgtir. Bu gune kadar g¢alisiimig bir seri mikroorganizma gurubu arasinda da
en onemli dekstranaz kaynagi, funguslar olmustur. Yiksek organizmalarin da
dekstran hidroliz etme aktiviteleri oldugu bilinse de, bu konuda oldukg¢a kisith

sayida ¢alisma ve yayin bulunmaktadir (Khalikova et al., 2005).

2.4.1. Dekstran hidrolize eden enzimlerin siniflandiriimasi

Dekstrani yikan enzimler, dedisik karbohidraz ve transferaz gruplarindan form
alirlar. Bu enzimler, c¢alisma prensiplerine gore genellikle endo- ve
ekzodekstranazlar olarak siniflandirilirlar ve dekstranazlar olarak adlandirilirlar.
Uluslararasi terminolojide biyokimya ve molekuler biyoloji bilim dallarinca kabul
edilmis bir komite olan “Nomenclature Committee of the International Union of
Biochemistry and Molecular Biology” (IlUB-MB) standartlarina gore, katalizlenen
reaksiyonun tipine ve urin 0Ozelligine gore bu enzimler dekstranaz (EC3.2.1.11),
glukan-1,6-a-D-glukosidaz (EC3.2.1.70), glukan-1,6-a-izomaltosidaz
(EC3.2.1.94), dekstran-1,6-a-D-izomaltotriosidaz (EC3.2.1.95) ve dallanmis
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dekstran ekzo-1,2-a-glukosidaz (EC3.2.1.115) olarak siniflandiriimiglardir.
Sikloizomaltooligosakkarit glukanotransferaz (ClTase) da dekstran hidrolize
edebilir. Hatta baglantisiz bir enzim olan a-glukosidaz (EC3.2.1.20) da
ekzodekstranazlara (EC3.2.1.70) benzer reaksiyonlari katalizleyebilir (Khalikova
et al., 2005).

Bir baska siniflandirma sisteminde glikosilhidrolazlar ve glikosiltransferazlar,
aminoasit dizi benzerlikleri temel alinarak 2 aileye bolinmuslerdir (Henrissat,
1991). “The Carbohydrate Active Enzymes” (CAZy) veri tabanina gore, glikozidik
baglari yikan, modifiye eden veya yaratan enzim aileleri tanimlanmaktadir.
Dekstran hidroliz eden enzimlerin analog siniflandirma sistemi, dekstranazlarla
beraber 4 aileye ayriimistir. [IUB-MB sistemin aksine CAZy veri tabani, enzimlerin
hem yapisal hem de mekanik 6zelliklerine gore dizayn edilmigtir. Degdisik substrat
ozgulluklerine sahip enzimler, ayni ailede bulunabilmekle beraber, ayni substrati

hidroliz eden enzimler bazen farkli ailelerde yer alabilmektedir.

Dizi benzerliklerine goére, dekstran-glukosidazlar (EC3.2.1.70), glikosilhidrolaz
familyasi 13 ve 15e dahil edilmistir. izomaltodekstranaz (EC3.2.1.94) ve
izomaltotriosidaz (EC3.2.1.95), farkh yapilardadir ve sirasiyla glikosilhidrolaz
ailesi 27 ve 49’a dahil edilmiglerdir. Endodekstranazlar, glikosilhidrolaz ailesi 49

ve 66’da bulunurlar (Henrissat and Davies, 2000).

2.4.2. Dekstran hidrolize eden enzimlerin kaynaklari
Dekstran hidrolize eden enzimlerin canli dokulardan ve mikroorganizmalardan

bulunmasi ve saflastiriimasi, birgok arastirmaci tarafindan gergeklestirilmistir
(Cizelge 2.1).
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Cizelge 2.1. Mikroorganizmalardan elde edilen bazi dekstran hidroliz eden

enzimler (Khalikova et al., 2005).

Enzim grubu ve kaynagi

Endodekstranaz (EC3.2.1.11)

Kuf

Endodekstranaz (EC3.2.1.11)

Maya

Endodekstranaz (EC3.2.1.11)

Bakteri

Mikroorganizma

Penicillium luteum (ekstraselller)
Penicillium funiculosum (ekstraseluler)
Penicillium lilacinum (ekstraseluler)
Penicillium notatum (ekstraseluler)
Penicillium aculeatum (ekstraseluler)
Aspergillus carneus (ekstraselller)
Chaetomium gracile (ekstraselller)
Fusarium sp (ekstraseliler)

Sporothtrix schencki (ekstraselller)

Lypomyces starkeyi (ekstraselller)

Bacteroides oralis (ekstraselller)
Flavobacterium sp. (ekstraselller)

Pseudomonas sp. (ekstraselller,

intraselller)

Thermoanaerobacter sp.
(ekstraselller)

Cytophaga sp. (ekstraselller)
Streptococcus sobrinus (ekstraseluler)
Streptococcus mutans (ekstraselller)
Bacillus circulans (ekstraselller)

Paenibacillus illinoisensis

(ekstraselller)
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Cizelge 2.1. (devam ediyor)

Glukoz olusturan ekzodekstranazlar

Bakteri

Glukoz olusturan ekzodekstranazlar

Maya

Glukan 1,6-a-izomaltosidaz

(EC3.2.1.94)

Dekstran 1,6-a-izomaltotriosidaz

(EC3.2.1.95)

Dekstran endo-1,2-a-glukosidaz

(EC3.2.1.115)

Sikloizomalto-

oligosakkaritglikanotransferaz

(EC3.4.1)

Bacteroides oralis (ekstraselller,

intraseluler)

Arthrobacter globiformis

(ekstraselller)
Pseudomonas sp. (intraseluler)

Streptococcus mitis (intraselller)

Lypomyces lipofer (ekstraselller)

Arthrobacter globiformis

(ekstraselller)

Brevibacterium fuscum var.

dextranolyticum (ekstraseluler)

Flavobacterium sp. (ekstraseluler)

Bacillus sp. (ekstraseluler)

Buna gore dekstranaz enzimi, hayvan ve insan dokularinda, yuksek bitkilerde,
fungus, bazi maya ve bakterilerde bulunmaktadir. Ancak dekstran depolimerize

enzimlerinin en iyi Ureticilerinin  filamentéz funguslar oldugu ve bu

mikroorganizmalarin, ekstraseliler endodekstranazlari en fazla miktarda

urettikleri belirtilmistir. Dekstranaz aktivitesi, ayrica toprak oOrneklerinde de

goOsterilmistir.  Dekstranaz sentezleme yetenegine sahip olan baslica
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mikroorganizmalar arasinda su turler sayilabilir:  Penicillium pinophilum, P.
funiculum, P. minioluteum, P. purpurogenum, P. aculeatum, P. lilacinum,
Aspergillus niger, A carneus, A flavipes, A nidulans, A ustus, Chaetomium
gracile, Fusarium moniliforme, Fusarium solanii, Trichoderma viride, Rhizopus
formosensis, Lipomyces starkeyi, Sporothtrix schenckii, Bacillus spp,
Brevibacterium fuscum, Actinomycetes israelli, Arthrobacter globiformis,
Flavobacterium sp, Pseudomonas sp. (Dragan-Bularda and Kiss, 1972; Hattori et
al., 1981; Koenig and Day, 1988; Preobrazhenskaya et al., 1974; Rogalski et al.,
1997; Sidebotham, 1974; Walker, 1978).

2.4.3. Funguslarin sentezledigi endodekstranazlar (EC 3.2.1.11)

Bu gline kadar pek cok dekstranaz sentezleyen fungus literatire gegmistir. Kuf
dekstranazi, 1,6-a-D-glukan 6 glukanohidrolaz (EC3.2.1.11), dekstranin rastgele
bolgelerindeki a-1,6-D-glikosid baglarinin endohidrolizini katalizleyen bir enzimdir.
izomaltoz, izomaltotrioz ve kiigiik miktarda D-glukozla beraber, cok az miktardaki
yuksek oligomerler, ana reaksiyon Urunleridir. Ancak reaksiyon urunlerinde ve
farkli kaynak dekstranazlarin substrat 6zgulliginde degisiklikler olabilir. Ornegin,
bir Penicillium tarinden elde edilen endodekstranaz, siklodekstranlari izomaltoz
ve glukoza yikar. Butin kuf dekstranazlar (EC3.2.1.11) capraz bagli dekstran
“Sephadex”i yikabilir (Khalikova et al., 2005).

Kufler, ekstraseluler endodekstranazlarin en yaygin kaynagidir ve bunun yani
sira, bakteriler ve mayalardan ¢ok daha yuksek enzim aktivitesi gosterirler.
intraseliiler kiif dekstranazlari sadece Penicillium funiculosum NRRL 1132 ve
Penicillium lilacinum NRRL 896 turlerinde gozlenmistir. Kuf dekstranazlari ayrica
oligosekerleri de hidroliz edebilir. D-glukoz, Penicillium lilacinum dekstranazi ile
izomaltotrioz ve daha yuksek homologlardan, izomaltoheptozdan salinir. Hidroliz,
redukte sonun ilk zincirinde gerceklesir. Enzim ayrica oldukga vyavas,
konsantrasyon bagimli izomaltoz yikimini katalizler. Bu olay belki de D-glukoz ve
izomaltotrioz g¢ikan ilk zincirin hidrolizini takiben izomaltotetraoz yogunlagsmasina
baglh olarak gerceklesmektedir. Benzer bir durum, Aspergillus carneus ve

Penicillium luteum dekstranazlarinda da vardir (Hutson and Weigel, 1963).
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2.4.4. Bakterilerin sentezledigi endodekstranazlar

Endodekstranazlar Pseudomonas, Brevibacterium, Streptococcus, Bacteroides
ve Bacillus turlerinden elde edilmistir (Cizelge 2.1). Bakteriyel endodekstranazlar,
fungal endodekstranazlara benzerler ve her organizma igin ayri bir ¢calisma sekli
gOsterebilirler. Seluloz yikan bakteri Cellvibrio fulva, dekstrani nispeten buyuk
pargalara hidroliz eder. Dolayisiyla molekulin yikimi sonucu D-glukoz veya
disakkaritler gbzlenmez. Ornegin anaerobik Lactobacillus bifidus, dallanmamis
zincirli Streptomyces bovis veya dallanmis Leuconostoc dekstraninda Urediginde,
elde edilen ekstraselller endodekstranaz, oligosakkarit karigimi uretir, ancak

glukoz veya izomaltoz ortaya ¢ikarmaz (Ingelman, 1948, Khalikova et al., 2003).

Codu bakteriyel dekstranaz Ureticisi, bazi a-glukosidazlari sentezleyebilme
yetenegine de sahiptirler. Bakteriler arasinda ortamda dekstran oldugunda hem
ekstraseluler, hem de intraseliler dekstranazlari sentezleyebilen turler
bulunmaktadir (Khalikova et al., 2005).

2.4.5. Glukoz olusturan ekzodekstranazlar

Ekzodekstranazlar, 6rnegin glukodekstranaz (EC3.2.1.70; glukan 1,6-0-
glukosidaz), dekstranin reduikte uclarinin adim adim hidrolizini katalizler ve
turemis oligosakkaritlerden sadece B-D-glukoz Uretir. Hidroliz, karbon-1’in ters
donmesine eslik eder, bu yolda yeni redukte ucglar sadece B-konfigirasyonunda
salinir.  Yalnizca birka¢ tir bakteri ve mayanin glukodekstranazlari

sentezleyebildigi bilinmektedir.

intraselller dekstran glukosidazlar, dekstrandan a-D-glukoz Uretirler ve
Streptococcus mitis’ in bazi suslarindan elde edilmislerdir. Streptococcus mitis
439’ dan elde edilen intraseluler enzim, glukodekstranaza oldukga yakin olan bir
aktivite modeline sahiptir, ancak glukoz kisimlari, a-konfigurasyonundaki bu
enzimin faaliyetiyle izomaltopentoz ve dekstrandan salinir ve bu da bir glukosidaz

oldugunu kanitlamaktadir (Khalikova et al., 2005).
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2.4.6. izomaltoz olusturan ekzodekstranazlar

Bir toprak bakterisi olan Arthrobacter globiformis T6 dan izole edilen
izomaltodekstranaz (EC3.2.1.94; 1,6-a-D-glukan izomaltohidrolaz), redikte
olmayan uglardan izomaltoz Unitelerini basarili bir sekilde uzaklastirarak
dekstrani hidroliz etme yetenegine sahip yeni bir ekstraselller ekzoenzimdir
(Sawai et al., 1974). Enzimin, izomaltoz olusturmak Uzere glukooligosakkaritlerin
sadece a-1,6 zincirlerini degil, bunun yani sira a-1,2 , a-1,3 ve a-1,4 zincirleri de
parcalamasi 06zelligi, alisiimisin disindadir. Enzim, dekstrani parcgalayabilir,
dolayisiyla anomerik karbon atomlarin a-konfigtirasyonu hidroliz Grlnleri arasinda
kalir, ayrica konsantre solusyonlarda izomaltotetraoz Uretmek Uzere, izomaltoz
transfer ve kondensasyon aktivitelerine sahiptir. Bunun yaninda, panozun a-1,4
glukozidik baglarini ve izomaltotrioz ve pullulanin a-1,6-glukozidik baglarini
ayirabilir. Enzim molekulinde, izomalto - dekstranaz ve izopullulanaz
aktivitesinden  sorumlu  olarak, a-1,6- ve 0o-1,4-glukozidik baglarin
parcalanmasinda, sadece bir aktif bolgenin oldugu belirtiimistir (Sawai et al.,
1974; Takayanagi et al., 2001).

2.4.7. izomaltotrioz olusturan ekzodekstranazlar

Ekzoizomaltotriohidrolaz (EC3.2.1.95), Brevibacterium fuscum var.
dextranolyticum (Cizelge 2.1) tarafindan Uretilir. Bu enzim, izomaltotriozu,
dekstranin redikte olmayan uglarindan uzaklagtiran ve izomaltodekstrinlere
ceviren bir glikoproteindir. izomaltotriodekstranaz, a-1,6-glukozidik baglar disinda

hidroliz yapmaz (Khalikova et al., 2005).

2.4.8. Dallanmis ekzodekstranazlar

Dallanmis dekstran ekzo-1,2-a-glukosidaz (EC3.2.1.115), bir toprak bakterisi olan
Flavobacterium sp. kultir stUpernataninda Mitsuishi ve arkadaslari tarafindan
bulunmustur. Dekstran 2-glukohidrolazin genel 6zellikleri elektroforetik homojen

preparasyon ile arastiriimistir. Enzimin, redtkte seker olarak sadece serbest D-
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glukoz ureten dekstran ve baglantili polisakkaritlerin dallanma noktasindaki 1,2-
a-D-glukozidik baglar i¢in kesin bir 6zgullugu bulunmaktadir. DUz zincirli 1,2-a-
glukozidik baglari iceren disakkarit veya oligosakkaritler, bu enzim tarafindan
hidroliz edilmez (Mitsuishi et al., 1979).

2.4.9. Sikloizomalto-oligosakkarit glukanotransferaz

SiTaz, Sikloizomalto-oligosakkarit glukanotransferaz, dekstranin siklodekstrana
dontsmesini katalizleyen yeni bir enzimdir. SlTaz, Bacillus circulans T-3040
kalturanden saflagtinimigtir (Cizelge 2.1) ve 3 siklik izomaltooligosakkariti
(sikloizomalto-heptaoz, -oktaoz, -nonaoz) uretir. Bunlar arasindan sikloizomalto-
oktaoz baslica uUrinddr. Enzim, amilopektin ve pullulanda aktivite gostermez.
Siklodekstranlar, dekstransukraz reaksiyonunun hem redikte seker, hem de
dekstran uUretim aktivitelerini inhibe eder. Bu inhibisyon, siklodekstran
konsantrasyonuna baglidir. SiTaz ve siklomaltodekstrin glukanotransferaz
(EC2.4.1.19) enzimlerinin genel dzellikleri birbirine benzer (Finnegan et al., 2004;
Khalikova et al., 2005).

2.5. Dekstranazlarin Biyolojik Fonksiyonlari

2.5.1. Dekstran ureten mikroorganizmalarda dekstranazin roli

Dekstranin biyolojik rolt, bu polimeri Ureten mikroorganizmalar igin, sadece
koruyucu ve yapigtirict etkisi ile degil, bu mikroorganizmalar icin seker
depolamay! saglamasi ve bunlari depolimerize etmesi agisindan kazangtir.
Enteresan olarak, bazi ekstraselller dekstranazlar, dekstranlari hicre ylzeyi
icinde korumak uzere Ozel bolgelere sahiptirler ve buralardan hucreye glukoz
uniteleri ekonomik olarak taginir. Hicre disina gida depolama yetenegi, ozellikle
mikroorganizmalarin i¢cerdeki buylk miktarda oligosekerlere ulagsmasi agisindan
¢ok avantajhidir. Bu gibi durumlarda, muhtemelen dekstran polimerine zaten bagl

durumda olan ekstraselller enzimlerce, dekstran olduk¢a hizli bir sekilde
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sentezlenir. Bu arada da, transglikozilasyon ile olusturulan monosekerler
metabolizma ic¢in hizlica harcanmaktadir. Mikroorganizma agisindan bakilacak
olursa, polimerizasyon-depolimerizasyon aktiviteleri ve 06zellikleri bakimindan

dekstran ortaminin optimizasyonu karmasik bir istir (Khalikova et al., 2005).

Sukroz, insan diyetinin en onemli bilegsenidir. Hem suda ¢Ozunen, hem de
¢ozinmeyen glukanlar, Streptococcus mutans, S. sanguis, S. sobrinus, S.
criceus ve S. rattus gibi oral streptokoklar tarafindan sentezlenir. Bunlarin, dis
plaklarinin olusumundan ve dis yuzeyindeki c¢urlklerin indiksiyonundan sorumlu
olduklarina inaniimaktadir. Dolayisiyla bu konuda pek c¢ok c¢alisma yapilmigtir
(Hamada and Slade, 1980). Glukan ureten streptokoklardan S. sanguis, S.
mutans ve S. bovis, dis ¢uruklerinin yani sira, insanlardaki endokardit ile en gok
baglanti kurulan mikroorganizmalardir. Bu glukanlarin kimyasal ve fiziksel
Ozellikleri, onlari birbirlerinden ayirmaktadir. Hem ¢ozunebilen, hem de
¢ozunemeyen glukanlar, dis plaklarindaki hucre-hicre ve hicre-ylzey yapisma
etkilesimlerinde 6nemlidir. Temiz bir dig yuzeyinde, S. sanguis, S. mitis, S. oralis
ve S. gordonii, ilk kolonilesen bakteriler olarak baskin tlrlerdir. Bu bakterilerin, dis
yuzeyindeki biyofilm plaginin olusumunda etkileri oldugu bilinmektedir (Colby and
Russell, 1997).

S. sanguis, dekstranaz enzimini hi¢ sentezleyemeyen veya ¢ok az miktarda
sentezleyebilen bir bakteridir ve sadece ¢ozunebilir glukanlari degil, ayni
zamanda a-1,6-bagh ¢ozunmeyen glukanlari da Uretebilir. Yapilan ¢alismalarda,
a-1,3 bdlgelerinin glukani suda ¢ézunmez kilarken, a-1,6 bagh yan zincirlerin,
¢6zinmeyen glukanlarin dis yuzeyine tutunmalarina izin vererek, disaridan gelen
dekstranazlara gdsterilen dirence katkida bulunduklari gdsterilmistir. Glukanlarin
toplam miktarlari ve yapilari, sadece glikoziltransferaz aktivitesi tarafindan degil,
ekstraseluler dekstranazlarin varligindan da etkilenir. Oral streptokoklar,
dekstranazlarin en baskin Ureticilerindendir (Hamada and Slade, 1980). S.
mutans, endo ve ekzodekstranazlarin ikisini de Uretebilirken, S. sobrinus yalnizca
ekzodekstranazlari sentezleme yetenegine sahiptir. Endodekstranaz enzimi, a-
1,6'nin  a-1,3 baglarina olan oranini degistirerek ve glukan substratinin
¢ozunurlik ve vyapiskanlhk ozelliklerini etkileyerek daha saglam bir forma

déniismesini saglayip, boylelikle glukan sentezini diizenliyor olabilir. Oyleyse
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dekstranaz aktivitesi bakterilerin sukroza bagimh tutunma oOzelliklerini
etkilemektedir (Walker et al., 1981).

2.6. Dekstranazlarin Kullanim Alanlari

Dekstranaz kullanimi, birkag alanda yaygindir. Ornegin bu enzimin dekstran
kokenli dental plak olusumunu engelledigi bilinmektedir. Ayrica glukoz
polimerlerinin yapisal c¢alismalarinda ve saflastirma proseslerinde uygulamasi
bulunmaktadir. Dekstranazlar, biyokimya alaninda da dekstran jellerin
¢Ozunebilmesi igin kullaniimaktadir (Safarik, 1990). Suda ¢o6zinmeyen
dekstranazin, klinik dekstranin ticari Uretiminde potansiyel bir uygulama alani
vardir. Abdel-Naby ve arkadaslari, teorik ve pratik amaclarla dekstranaz enzimi
kullaniminin olduk¢ga genis oldugunu, yedek kan unitesi hazirlanmasinda
kullanilan dogal dekstranin kismi yikimi sirasinda kullanildigini belirtmiglerdir
(Abdel-Naby et al., 1999). Bunlarin disinda, dekstranin seker prosesinde sebep
oldugu cesitli problemlerin gideriimesinde, dekstranaz enzimin rollu buyuktir. Bu
kontaminasyon ile basa c¢cikmanin en gegerli yolu da, dekstranaz kullanmaktir
(Rogalski et al., 1997).

2.6.1. Seker prosesinde dekstranaz

Dekstran, seker prosesindeki problemlerden sorumludur. S$eker Uretimi,
mikroorganizma enfeksiyonuna ve bu mikroorganizmalarin Urettigi dekstran
hasarina aciktir. Dekstran Uretebilme yetenegine sahip bakteriler, hasarli
dokulardan igeriye girerek kontaminasyona neden olurlar. Harmanlama ve
ogutmedeki gecikmeler, donmaya ve hasara, bunu muteakip nakliyede daha fazla
enfeksiyon ve deteriorasyona neden olmaktadir. Bu da mikroorganizmanin ve
dolayisiyla dekstran seviyesinin artmasi demektir. (Clarke et al.,, 1997;

www.dextran.co.uk).

Dekstranin dekstrorotator karakteristigi, suyun polarizasyonunu etkiler, bu da su

safligi okumalarinda ve sakaroz miktarinin saptanmasinda hataya sebep olur.

23



Dekstrandan kaynaklanan problemler, ham seker Uretimi suresince sukroz geri
alimminda ve son sekerin kalitesinde ortaya gikar. Urlindeki sukroz safligini
dusurur ve seker suyu viskozitesini arttirir. Yuksek viskozite, kristalizasyon ve
fitrasyonda problemlere sebep oldugu gibi, ayni zamanda is1 transferinin
azalmasina ve buharlasma oraninin yavaslamasina neden olmaktadir.
Filtrasyondaki problemleri, karbonatlama sirasindaki kalsiyum karbonat kristalleri
ile bir araya gelen dekstranlarin olusturdugu da bilinmektedir. Kristalizasyon
prosesinde dekstranin etkisi, lateral ylzeyin genislemesinin Onlenerek, igne
bigimli kristallerin olusumu seklinde kendini gostermektedir (Sekil 2.4). Dekstran
ayrica serbet aritimi esnasinda bazi ¢ozinmez partikullerin bir araya gelmesine
ve c¢Okelmesine engel olur. (Chaplin and Bucke, 1990; Garcia and Rodriguez,
2000; Leblebici, 1999).

Sekil 2.4. Dekstran kontaminasyonuna maruz kalmis ve uzamis seker kristalleri

(www.dex.co.uk).

Dekstranin diger etkileri arasinda ise, hesaplanamayan sukroz kaybi, kristal
elastikiyet, kristal buyume hizi azalmasi, yanhs tane olugumu, santrifujde
zorlanma ve finalde gikan melasin ¢ok fazla saf olmasi sayilabilir. Dekstranin bu
islemlerde sebep oldugu bir seri problem, proses ekipmaninda ¢6zinemez

polimerlerin birikintisi olarak da isleme yansir (Cuddihy et al., 1999).
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Seker fabrikalarindaki karisik suda bulunan dekstran seviyesi, kisaca 3
kaynaktan dolayidir:
1. Hasattan sonra form alan dekstran
2. Harmanlama ve 6gutme arasinda form alan dekstran (sevkiyat ve depoda
bekleme asamasinda)

3. Ogutulme sirasinda form alan dekstran (Cuddihy et al., 1999).

Dekstran kontaminasyonu ile basa ¢ikmanin en gecerli yolu, dekstranaz (a-1,6-D-
glukan-6-glukanohidrolaz) kullanmaktir. Bu da dekstrandaki a-1,6 bagdlarini
hidrolize ederek molekuler agirhigi hizla dusurir ve suyun viskozitesi de
dolayisiyla duger. Dekstranaz enzimi, seker uretimi slresince sukroz geri
aliniminda ve son sekerin kalitesinde cikan problemlerin sorumlusu dekstrani

parcgalar, Uretilen sekerin kalitesini arttirir (Cuddihy et al.,2000).

Dekstranaz kullanimi, dekstran reduksiyonu saglar. Bu problemle basa
cikabilmek igin, dekstran-laden prosesine basvurulur. Bu asamada dekstranazin
Ozelliklerinin arttirilabilmesi ve urintn kullanim maliyetinin dasuralebilmesi

acisindan, bir cok dekstranaz uygulama noktasi denenir (Cuddihy et al., 1999).

Dekstranin bozulmus seker seviyesindeki azalmasi, uygun maliyetli olarak bu
enzimin, seker prosesi sliresince genellikle 55-60°C’ de ortama eklenmesiyle
saglanir. Bu prosesin etkinligi seker prosesinde yuksek sicaklikta stabil kalan
dekstran eklenmesiyle arttinlabilir. Dekstranaz uygulamasi, pH, sicaklik,
yerlesme zamani (Rt), kanigtirma, substrat konsantrasyonu, uygulanan enzimin
tip ve konsantrasyonu ve ortamdaki mevcut dekstran seviyesi ile idare

edilmektedir (Eggleston and Monge, 2004).

Dekstranaz, yillardan beri teknik literatrde ¢alisilan ve tartisilan bir konu olmakla
birlikte, ylksek maliyeti ve dusik uygulanabilirligi nedeniyle genis skalada bir
uygulamasi mumkuan olmamaktaydi. Ancak son zamanlarda bu durum degiserek
dekstranaz, ekonomik acidan kullanilabilir ve fabrikalara énemli miktarlarda Grin
geri donusumu yaptiran bir faktor haline gelmigtir. Yaklasik 8 kat az maliyet ve
fabrika duzeyindeki kapsaml pratik testlerle dekstranaz, sukroz geri alinimi igin
uygun bir trtn haline gelmistir (Cuddihy et al., 1999).
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Seker endustrisinde dekstranaz enziminin  kullaniimasi, 1970’li  yillarda
Avustralya’ da basariyla gergeklestiriimis ve onculuk yapilmistir. Gunumuzde
artik pek ¢ok ulkede dekstranaz enzimi kullanimi gorulmektedir. Meksika seker
endustrisinin dekstranaz tuketiminin, 1989 ‘da 4 ton oldugu ve vyalnizca
degirmenlerin % 40 ‘ina uygulandidi bildirilmigtir. Normal enzim dozaji 10 - 120
ppm arasinda, onarim igin uygun zamana ve kontaminasyon derecesine bagl
olarak degismekte, bu deger bazi olumsuz kosullarda 15.000 ppm’ e kadar
cikabilmektedir (Madhu et al., 1984).

ABD’de fungal kaynakl ticari dekstranaz, konsantre ve konsantre olmayan
formlarda kullaniimaktadir. En son vyapilan calismalarda ise, “konsantre”
dekstranaz uygulanmasinin, “konsantre olmayan” dekstranaza gore daha

ekonomik oldug@u bildirilmistir (Eggleston and Monge, 2004).

Ulkemizde seker pancarindan seker dretimi gerceklestiriimektedir. Seker
kamiginda oldugu gibi seker pancarinda da Leuconostoc mesenteroides,
Leuconostoc dextranicum, Betacoccus arabinosaceus ve bazi diger bakterilerin
uremesi sonucu, bakteriyel dekstran meydana gelmektedir. Fazla miktarda
pancar Uretimi ve iklim sartlarindan kaynaklanan problemler, dondurulmus ve
sonrasinda ¢6zulmus pancarlar ile ¢galisiimasini zorunlu kilmaktadir. Bu durumda

dekstran olusumu kaginiimaz olmaktadir (Leblebici, 1999).

Seker prosesinde dekstran, aritim ve filtrasyonu olumsuz sgekilde etkileyerek
fabrika Uretim kapasitesini 1/3 oranina kadar dusurebilir. Yine seker kamigindan
elde edilen seker prosesindeki problemlere benzer olarak seker kristallerinin
bozulmasi ve pisme suresinin uzamasina sebep olur. Ayrica seker urunlerinin
kullanildigi 6nemli alanlardan biri olan alkol Uretiminde ve sekerlemelerde,
dekstranla kontamine olmug seker kullanildiginda istenmeyen bir bulaniklik
olusmaktadir. Tum bu istenmeyen durumlar, islemler sirasinda maliyet artisina
neden olmaktadir (Leblebici, 1999).

Sonug olarak, dekstran polimerinin seker prosesinde ¢ok zararli etkileri oldugu,
urin kalitesine direkt olarak etkisi oldugu bilinmektedir, ancak dekstrani yikan

enzimlerin kullanimiyla bu problemlerin Ustesinden gelinebilir.
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2.6.2. Dis saghginda dekstranaz

Dekstranaz enziminin, dekstran kokenli dental plak olusumunu engelledigi
bilinmektedir. Dis ylzeyine bagli bakteriyel bir film olan dental plak, birbirine
sikica bagli bakterilerden ve hicresel olmayan materyalden olusmustur. Kabaca,
dis plaginin kuru agirliginin % 20’ si suda ¢ozunmeyen glukanlardan olusmustur
(Marotta et al., 2002). Biyokimyasal ve klinik galismalar sonucu, bu a-D-
glukanlarin, Streptococcus mutans, Streptococcus sanguis, Streptococcus
salivarius gibi bazi oral streptokoklar tarafindan yapildidi anlasiimistir. a-D-
glukanlar, dis yuzeyindeki mikroorganizma birikiminin ve dolayisiyla olusan dis
curtklerinin  en buylk etmenlerindendir. a-D-glukanlarin  yapi analizleri
gOstermistir ki, glukoz sekerlerinin a-1,3 , a-1,4 ve a-1,6-D-glukozidik baglarla
temeli yapiimigtir. a-1,3 baglarinin, suda ¢ézinmeme 0zelligine yardim ettigini
dusunulmektedir. a-1,6 bagli yan zincirleri de bu polisakkaritlerin yapiskanlik
Ozelligine katkida bulunmaktadir (Marotta et al., 2002; Marsh and Bradshaw,
1995).

Plaklar, dis guruklerine sebep olur, gunkl karyogenik streptokok bakterilerinin hali
hazirda kolonize oldugu koruyucu bir matriks saglar. Plaklari dnlemeye karsi
yapilan fircalama ve dis ipiyle temizleme gibi siradan c¢abalara ragmen, dis
yuzeylerinde bazi lezyonlar olusur (Marotta et al., 2002). Kisaca tanimlanacak
olursa, dis plaklari, agizdaki tukurak akimiyla yerlerinden kopmayacak kadar
saglam bir sekilde dis ylzeyine yapismig, kalsiyum icermeyen yogun, bakteriyel
kokenli yapilardir. Dis plaginin temel yapi taslari, glukan ve fruktan polimerleri,
plak bakterileri tarafindan sentezlenen hlcre disi polimerlerdir. Glukanlar,
erirlikleri, dallanma tipleri ve molekul agirliklar agisindan oldukga karmasik bir
gruptur. Bu grubun blyuk bir kismini, a-1,6 glikozidik baglarla bagli glukanlar
(dekstran) olusturmaktadir. Dis plagi ile ilgili arastirma ve incelemelerin ¢ok
yaygin olusunun baglica nedeni, dis curukleri ve cesitli diseti hastaliklarinin
olusumunda plaklarin énemli bir yer tuttugunun anlagilmig olmasidir (Cansunar,
1979).
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Dis plaklarinin olusumunu engellemek veya olugan plaklari yok etmek igin bazi
enzimler kullanilabilir. Bu enzimler, mikroorganizmalar tarafindan uretilen,
glukanlarin a-1,3, a-1,4 ve a-1,6 baglarini hidroliz eden enzimlerdir. Problemin
ustesinden gelebilmek igin bazi ticari sertifikali gidasal enzim preparasyonlari bu
tip oral streptokok kaynakli glukan badlarini hidroliz etmesi bakimindan
taranmigtir. Bunun sonucunda, dis plagi kontrol ajani olarak ticari dekstranaz
enzimlerinin kullanilabilece@i saptanmistir (Marotta et al., 2002).

Igarashi ve arkadaslarinin yaptiklari ¢aligsmalar sonucunda, dekstranaz enziminin
dis plaginda ekolojik olarak iki rolu bulundugu bildiriimistir. Bunlardan birincisi,
potansiyel depo polisakkaritleri olan glukanlarin hidrolizini gergeklestiren
bakterilere besin saglamaktir. Digeri ise glukanlarin dogada daha saglam ve
yapiskan olabilmeleri i¢cin molekuler yapilarini modifiye etmektir (Igarashi et al.,
2002).

2.6.3. Biyomateryallerde dekstranaz

Birbirinin  varhginda c¢apraz baglanma yapan homojen veya heterojen
polimerlerden form alan 3 boyutlu aglar, IPN, veya “interpenetrating polymeric
network” yapilari olarak bilinmektedir. Bu yapilar, birbirinin varhiginda c¢apraz
baglanma yapan homojen veya heterojen polimerlerden form alirlar. Bireysel
adlar, kendiliginden veya dizisel olabilir, kimyasal olarak olabilir veya
olmayabilirler. Bu birbiri icine gegmis polimer aglardan form alan materyaller, her

bir agin karakteristik 6zelligini paylasirlar (Kosmala et al., 2000).
Sekil 2.5 te basit bir IPN yapisi sematize edilmigtir. Aglardan biri siyah renk ile,

digeri ise kirmizi kesikli ¢izgi ile gosterilmigtir. Kliglk daireler de zincirlerin

baglanti yaptigi noktalari géstermektedir.
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Sekil 2.5. Basit bir IPN materyalinin sematik olarak gdsterilmesi

(http://www.pslc.ws/macrog/mpm/ipn/index.htm).

Protein ve polisakkaritlerden olusan enzimatik olarak yikilabilir polimer aglar, bir
suredir bilinmekte ve kullaniimaktadir. Bu tip protein - polisakkarit materyallerden
siklikla kullanilan bir ¢ift de jelatin ve dekstrandir. Bu iki materyalin de tek basina
biyomateryal olarak buyuk potansiyeli vardir. Ancak kombine edilmis ozellikleriyle
meydana gelen hidrojel, enzimatik olarak yikilabilir, ancak hidrolitik olarak
yikilamaz. Bu da dolayisiyla materyali avantajli bir madde haline getirir (Kosmala
et al., 2000).

Hidrojeller, biyomedikal uygulamalar i¢in oldukga kullanigl biyomateryallerdir. Bu
maddeler, sahip olduklari yiksek su igerikleri, ayrica yumusak ve elastiki
yapilarindan dolayi, canli dokulara olduk¢a benzerlik gosterirler (Vyavahare and
Kohn, 1994). Bozunmayan hidrojellerin de medikal alanda kullanimlari olmasina
ragmen (yara bantlari, kontak lensler, vs.), biyolojik olarak yikilabilen hidrojellerin
gelisimi, artan bir hizla devam etmektedir. Bu molekillerin salinim
mekanizmalarinin temelleri, c¢esitli uygulamalarla genis Olgude c¢aligiimaktadir.
Hidrojelin yikimi, ¢ogunlukla capraz baglarin veya polimer iskeletin yikimi
temeline dayanir. iskeletin yikimi ise, yikici Gnitelerin polimer icine sokulmasiyla
veya polimer aginin uygun bir enzimle temasa gecirilmesiyle yapilabilir (Meyvis et
al.,, 2001). Bununla birlikte, ilagc servis sistemlerinde, ilacin icerigi, yalnizca

biyolojik enzimlerle alinabilmektedir. Dekstranaz enziminin biyomateryallerde
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kullanimi daha c¢ok tibbi uygulamalarda olmaktadir (Kosmala et al., 2000).
Dekstran iftleri, ilag dizayninda karsilagilan birgok problemi halledebilecek
¢ozumler sunar. Ciftin toksisitesi, genellikle aktif ilagtan daha azdir. Cézunebilen
ilaglarin yavas yavas ¢6zunmesini saglar, hassas ilaglarin stabilitesini artirir ve

ciftin plazma yari dGmrina artirir (Dextran fractions, 2001).

2.6.4. Biosensorlerde dekstranaz

ince filmlerin, enzimlerin varliginda degradasyonu, ¢ok hassas geri déniisimlii
biyosensorler uretmek icin kullanilabilmektedir. Bu alandaki son geligsmeler, yeni
bir sensorin gelismesine olanak vermistir. Bu da enzim katalizli polimer
kaplamalari ve elektrot ¢dzlinmesi slresince olusan kapasite degisimlerini

Olgcmeye dayali bir biyosensordur (Sumner et al., 2001).

Biyolojik olarak yikilabilir polimer filmlerin ¢ézinmesini katalizleyen enzim esasl
biyosensoérlerde, bazi polimer - enzim sistemleri denenmigtir. Bunlar arasinda
dekstranaz tarafindan yikilan dekstran hidrojeli de bulunmaktadir. Dekstran
hidrojeli ve dekstranaz cifti, bu denemede ¢ok fazla hassasiyet gostermemesine
ragmen, az miktardaki enzim konsantrasyonlarinda dahi, ¢ok iyi bir parcalanma

orani gostermistir (Sumner et al., 2001).

2.6.5. Endokardit tedavisinde dekstranaz

Kalbin i¢i, endokardium denilen ince bir zarla ayrilan dort odaciktan ve dort
kapakgiktan olugsur. Endokardit, kalbin igini doseyen dokunun, siklikla kalp
kapakgiklarini da etkileyebilen bir enfeksiyon seklidir (Sekil 2.6).
(http://www.herseyinbasisaglik.com/tr/mayoclinic/hastalik.asp?sid=198&tid=1787)
Endokardit tipik olarak agiz gibi viucudun diger bir kismindan gelen bakteriler
veya diger mikroplar kan dolagsimina yayilip kalbe vyerlestiginde olusur.
Endokardit, tedavi ediimezse kalp kapakgiklarini hasara ugratabilir veya

parcalayabilir ve 6lumcul sonuglar dogurabilir. Endokardit riski altindaki kigiler,
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belli bazi tibbi veya dental prosedurlerden dnce antibiyotiklere ihtiya¢ duyabilir.

(http://www.herseyinbasisaglik.com/tr/mayoclinic/hastalik.asp?sid=198#).

Viridans streptokok, dogal endokarditin en blyuk nedenini olusturmaktadir. Bu
streptokok, bir ekzopolisakkarit olan ve agirlikli olarak insan agiz florasindaki
dekstrandan olugsmus glikokaliks yapisini meydana getirmektedir. Bu dekstran
olusumu, deneysel olarak gosterilmistir.

Vejetasyoniar

Sol kulakgrks

Mitral kapakgik
Sol kanncik

Sekil 2.6. Kalpte meydana gelen olusumlar (http://www.herseyinbasisaglik.com/tr
/mayoclinic/hastalik.asp?sid=198&tid=1787/images/DS00409 2.jpg)

Endokardit tedavisinde, viridans streptokoklar tarafindan ekzopolisakkarit Gretimi,
kardiak olugumlarda antimikrobiyal etkinlik ile bagdastirnimisgtir. Endokardit
tedavisindeki zorluklar, fibrin etkisi yapan bazi antibiyotiklerin difizyonunda veya
organizmalarin metabolik aktivitelerinin azalmasindan kaynaklanmaktadir (Mghir
et al.,, 1994). Ancak ekzopolisakkaritlerin bazi organizmalarca salinimi gibi diger
faktorler, bu zorluklarin asiimasini saglayabilmektedir. Viridans streptokok
etrafindaki glikokaliks varliginin, kardiak olusumdaki penisilin etki yetenegine ters
etki ettigi gozlenmigtir. Ancak penisilin, dekstranaz enzimi ile kombine edildiginde,
enzimin bu bakteriyel glikokaliksin % 20-90 kadarini hidroliz edebildigi bildirilmigtir
(Pulliam et al., 1985).
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Yapilan g¢alismalarda varilan sonug; bazi antibiyotiklerin dekstranaz enzimiyle
kombine edildiginde, kullanilan antibiyotigin tedavide daha etkili hale geldigidir.
Bu alanda kullanilan 6nemli bir antibiyotik olan termafloxacin dekstranaz ile
kombine edildiginde, enfekte bolgede bakteriyel glikokaliksin azaldigi ve
antibiyotik etkisinin arttidi, elektron mikroskobu calismalari ile gosterilmistir (Mghir
et al., 1994).

2.7. Hiicre immobilizasyonu

Hucre immobilizasyonu, saglam bir hicrenin bazi istenilen katalitik aktivitelerinin
korunarak, tanimlanmig belirli bir bolgede fiziksel olarak hapsedilmesi veya bir
yerden c¢ikmasini onleyerek yerinin sabitlenmesi olarak tanimlanabilir (Karel et
al., 1985). Bu islem esnasinda immobilize hicre “agregat” olarak ifade edilir. Her
bir agregat; hicre, destek materyali ve agregatin iginde bulundugu solusyondan
olusmak Uzere 3 bilesen icermektedir. Destek materyali kati veya sivi
olabilmektedir. Agregat i¢inde bulundugu sollisyonun kimyasal 6zellikleri, esas
govdenin igindeki solisyonun oOzelliklerinden farkli olabilir. Bu doga olayi da
literaturde bir mikrocevre meydana getiriimesi olarak tanimlanmaktadir.
Muhendislik temellerinde bu mikrogevre geometrik acidan dusunulmekte ve

agregat kuresel olarak ifade edilmektedir (Sekil 2.7).

Hucre agregatlari

|

Hucre,
Destek maddesi

Sekil 2.7. immobilize hiicre sisteminin komponentleri (Karel et al., 1985)
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immobilize hiicrelerin kullanimindaki avantajlar, yillardir bilinmektedir. 1970’te
yayimlanan ilk makaleden gunumuze kadar, oldukgca ©Onemli gelismeler
kaydedilmistir. Bir mikrobiyal populasyon, fiziksel davranis olarak bir besi
ortaminda birbirinden ayri hicreler halinde yayilir. Bir baska deyisle bireysel
hucreler, suspanse edildikleri sivinin elemanlari gibi davranirlar. Yani eger sivi,
kabindan ayrilirsa, hucreler de ayrilirlar. Bu da, bdyle sistemlerin operasyonunda
onemli bir limitasyon oldugunun gostergesidir, ¢inku hucrelerin daha sonraki
islemler icin ortamda kalmasi istenir. Hucrelerin alikoyulabilmesi igin,
fermantasyon ortamindan ayrilmasi gerekir. Hucrelerin, kendilerini ¢evreleyen
ortam disinda kendi fiziksel 6zelliklerini gdsterebilmeleri icin de, immobilizasyon
dedigimiz islem gergeklestiriimektedir. immobilizasyon, hiicre veya enzimlerin,
suda ¢ozunen veya c¢ozunmeyen bir tasiyiciya fiziksel veya kimyasal olarak

baglanmasi veya hapsedilmesidir (Webb and Dervakos, 1996).

Hucrelerin immobilizasyonu, dogal bir proses veya kimyasal / fiziksel yollarla
indUklenen bir islem olabilir. Dogal immobilizasyona 6rnek olarak atik su aritim
sistemlerinde veya dis yuzeyinde bakterilerin toplanmasiyla filmlerin olugsmasi

verilebilir.

Enzimlerin immobilizasyonu, mikroorganizmalarin immobilizasyonundan daha
once gelismistir. Ancak enzimlerin bazi 6zelliklerinin islemler esnasinda
kaybolabilmesi sebebiyle enzim Uretim maliyeti yUkselmektedir. Bunun
ustesinden gelebilmek i¢in canli mikrobiyal hucrelerin immobilizasyonu bazi
durumlarda daha avantajli olabilmektedir. Ekstraselller enzimlerle calisiliyorsa,
enzim immobilizasyon sonrasinda kararli degilse, mikroorganizmanin igerdigi
enzimler birbirini etkilemiyorsa, substrat ile olugan uUrunler dusuk molekul agirlikli
ise, mikrobiyal hucreleri immobilize etmek c¢cok daha avantajli olabilmektedir.
Buglne kadar vyapilmis arastirmalarda, immobilize hucrelerin avantajlari
gorulmektedir (Ramakrishna and Prakasham, 1999; Webb and Dervakos, 1996).

Ozetlenecek olursa;

¢ Biyolojik stabilitenin geligtiriimesi,
e Biyokitle korunumunun saglanmasi,

¢ Kitlenin transferinin mimkun olmasi,
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Uriin veriminin arttirilmasi,

e Hucre ve Urun ayrigtiriimasinin kolaylastiriimasi,

e “Downstream” slrecinin gelistiriimesi, maliyetin azaltiimasi,

e Uriin stabilitesinin saglanmasi,

e Hucrelerin tekrar kullaniminin saglanmasi,

e Fermantasyon ortamindaki degisimlere dayanikhhigin arttinimasi,

e Diger immobilize sistemlere oranla daha ekonomik olmasi,
immobilize hucrelerle ¢alismanin sagladig1 avantajlar olarak sayilabilir (Bagiagik,
2004; Webb and Dervakos, 1996).

2.7.1. Hiicre immobilizasyon teknikleri

Hlcre immobilizasyon ydntemleri, calisma prensiplerine goére ayrilirlar. Bu
gruplandirma, temelde benzer olmakla birlikte, farkl yazarlara goére degisiklik
gOstermektedir (Ramakrishna and Prakasham, 1999; Webb and Dervakos,
1996). Fiziksel mekanizmalarina goére immobilizasyon yodntemleri 4 grupta
toplanir (Cizelge 2.2).

1. Ylzeye baglanma

2. Bariyer arkasinda alikoyma

3. Hucrelerin kendiliginden kimelenmesi

4. Porlu matriks iginde tutuklama (Karel et al., 1985; Webb and Dervakos,

1996)

2.7.1.1. Yiuzeye baglanma
immobilizasyonda en sik kullanilan, oldukca basit ve eski bir yéntem olan,
mikrobiyal hucreleri kati yuzeylere baglamadir (Sekil 2.8). Bu yodntemde

baglanma tipine bakilmaksizin hucrelerin herhangi bir yizeye baglanmasi esas

alinir. islem, dogal baglanma ile veya kimyasal baglayicilarla gerceklesebilir.
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Hiicre immobilizasyon Yoéntemleri

Yuzeye baglanma Porlu matriks icinde Bariyer arkasinda

tutuklama

Faz tutuklama

Adsorpsiyon Kimyasal olarak
Odun pargalari Glutaraldehit
lyon degistirici Metal oksitlerle Mikroenkapsulasyon
. celat
rezinler
Jel tutuklamasi Onceden hazirlanmig
desteklere tutuklama
Alginat Sunger
Karragenan Celik tel
Akrilamid Seramik

Cizelge 2.2. Hucre immobilizasyon yontemleri (Karel et al., 1985)

alikoyma

Onceden
hazirlanmis

Hucrelerin kendiliginden

kiimelenmesi

sentetik bariyerler

2 fazl
emulsiyon

Mikrobiyal
floklar
Pelet
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Destek materyalleri arasinda tahta, cam, seramik, plastik malzemeler gibi farkli
yuzeyler olabilir. Dogal baglanmanin mekanizmasi tam olarak anlasilamamis olsa
da, hicrelerin ylzeylere baglanmasi ¢ok eski zamanlardan beri, sirke olusumu
gibi islemlerde gerceklesen bir doga olayidir. Bunun yani sira dis yuzeylerindeki
mikroorganizma toplanmasiyla olusan filmler de bu yénteme bir érnektir. Bu
yontemle immobilizasyonun populer olmasi, yontemin basit olmasindan

kaynaklanir. (Karel et al.,1985; Ramakrishna and Prakasham, 1999).

Sekil 2.8. Ylzeye baglanma yonteminin sematize edilmis  sekili

(www.rcub.bg.ac.yu/~todorom/tutorials /rad15. html).

2.7.1.2. Bariyer arkasinda alikoyma

Hucreler, bir bariyerin arkasinda hapsedilebilir, bu bariyer daha dnceden olusmus
olabilir veya o ortamda olusabilir (Sekil 2.9). Bu tip hlicre immobilizasyonu, bazi
Ozellesmis sistemler igin idealdir. Hucrelerin, kultir sivisindan ayriimasi
gerekiyorsa, veya yuksek molekul agirhikh bir Grintn ayrilmasi gerekiyorsa, bu
kullanigli olabilir. Bu yontemde bariyer, birbiriyle karigmayan 2 sivi arasindaki
sivi - sivi ortak yuzey fazi kadar basit olabilir. Bu yari gegirgen membran
sayesinde, difizyon ile hicre igine besin akigi sadlanirken, ¢ikan Urunler de
ortamdan uzaklastiriimaktadir. Bu arada hucreler ile yuksek molekul agirlikli
aranlerin disariya ¢cikmasi engellenir. Dolayisiyla bu sistem, mikrokapsulleme ile
oldukgca fazla benzerlik gostermektedir. Ultrafiltrasyon ve mikrofiltrasyon
membranlari bu islem icin kullanilabilir (Karel et al., 1985; Ramakrishna and
Prakasham, 1999).
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Sekil 2.9. Bariyer arkasinda allkoyma yonteminin sematize edilmis sekili

(www.rcub.bg.ac.yu/~todorom/tutorials /rad15. html).
2.7.1.3. Hucrelerin kendiliginden kimelenmesi
BlUyUk topaklar olusturmak Uzere flokulasyon yapilarak hicrelerin immobilize

edilmesi mumkuandar. Hucrelerin dogal yollarla kendiliinden toplanmasi veya

floklagsmasi da immobilizasyon olarak kabul edilir (Sekil 2.10).

ety L

D%ﬂ O
o
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Sekil 2.10. Hucrelerin kendiliginden kimelenmesi yonteminin sematize edilmis

sekli (www.rcub.bg.ac.yu/~todorom/tutorials /rad15. html).

Genis capli agregatlar, immobilize hucrelerin reaktorlerde kullanimlari igin
uygundur. Atik aritim sistemleri, buna ornek olarak gosterilebilir. Bu kategoriye
giren hucre tipleri, kufler ve bitki hucreleridir. Dogal yollardan birlesemeyen
hdcreler igin yapay flokulasyonu saglayici ajanlar veya ¢apraz baglama ajanlari
ortama ilave edilebilir (Karel et al.,1985; Ramakrishna and Prakasham, 1999).
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2.7.1.4. Porlu matriks iginde tutuklama

Immobilizasyonun en dnemli kategorilerinden biri de, porlu bir matrikse tutuklama
yontemidir (Sekil 2.11). Bu tip immobilizasyonda 2 yontem mevcuttur. Birincide,
hicreler 6nceden olusmus bir matrikse diffize olurlar. Hucreler ¢odalmaya
basladiktan sonra, bunlarin hareketleri, matriks ve diger hucreler tarafindan
engellenir. Dolayisiyla bu hiicreler, etkili bir sekilde tutuklanmis olur. ikinci
yontemde, porlu matriks, immobilize edilecek hucrelerin etrafinda in situ olarak
sentezlenir. Hucrenin canlihgini kaybetmesine engel olmayacak bir sicaklikta,
polimer ve hucre birlestirilerek, istenilen gekil ve boyutlarda jellesme saglanir
veya, jel diz bir ylzeye dokulerek donduktan sonra istenilen sekilde kesilebilir.
(Karel et al.1985).

Sekil 2.11. Porlu matriks igine tutuklama yonteminin sematize edilmis sekili

(www.rcub.bg.ac.yu/~todorom/tutorials /rad15. html).

Agar, alginat, karragenan, seluloz ve turevleri, kollajen, jelatin, epoksi rezin,
poliakrilamit, polyester, polistren, poliuretan kopuk, sunger, tahta pargalari ve
kum bu yodntemde sikhkla kullanilan matrikslerdir. Bunlar arasinda alginat,
kullanilan prosedurin basit olmasindan dolayi en ¢ok tercih edilen materyallerden
biridir (Karel et al.,1985; Ramakrishna and Prakasham, 1999).

Hucre fizyolojisi ve morfolojisi, immobilizasyon islemi sirasinda degdisebilir. Bunun

bircok sebebi vardir. immobilizasyon islemi, hiicrelerin metabolik aktivitesini veya

canlihgini etkileyebilir. Hucrelerin igine girdikleri mikro ¢evre, bulunduklari kultar
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ortamlarina goére faklidir. Uremekte olan hiicrelerin etraflarinin sariimis olmasi,

onlari fiziksel stres altina sokar (Karel et al., 1985).

Buglne kadar yapilmis ¢ok sayidaki arastirmada, ¢ok degisik immobilizasyon
materyalleri ve yontemleri ile, farkli organizmalardan degisik Urlnler elde

edilmigtir (Cizelge 2.3).

Cizelge 2.3. immobilize hiicrelerle (retilen bazi enzimler ve immobilizasyon

yontemleri (Ramakrishna and Prakasham, 1999).

Enzim Organizma Yontem
Peptidaz Maya ENT-2000
B-amilaz Bacillus megaterium Akrilamid
Glukoamilaz Aurobasidium pullulans Ca-alginat
Ribonuklez Aspergillus clavatus PVA
Proteaz Humicola lutea Agar

Alkalin fosfataz

Glukoz oksidaz

Escherichia coli

Aspergillus niger

k-karragenan

Cavdar, bugday

Kitinaz Micromonospora chalcae Ca-alginat
Hidantinaz Pseudomonas sp. Poliakrilamid
Pektinaz Aspergillus niger Bugday
invertaz Maya Polimer
a-amilaz Escherichia coli k-karragenan

Amiloglukosidaz
Selllaz
Penisilin agilaz

Kloroperoksidaz

Aspergillus niger
Trichoderma resei
Escherichia coli

Caldariomyces fumago

Ca-alginat

Selllozik fiber

Poliakrilamid, agar

k-karragenan
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Cizelge 2.3. (Devam ediyor)

Lipaz Sporotrichum thermophile Alginat

Lignin peroksidaz Phanerochaete chrysogenum  Polistren divinilbenzen
Pullulanaz Clostridium sp. Ca-alginat

Ksilanaz Aspergillus sydowii Ca-alginat

2.8. Alternatif Uretim Ortamlari Olarak Atiklar

Son yillarda atik maddelerin geri donusimu ve tekrar kullaniimasi, cevreyle
uyumlu olarak c¢alisan teknolojilerin hedefi olmustur. Cogu endistride hammadde
islenerek geriye atik ve artikk maddeler c¢ikarilmaktadir. Bu atik maddelerin
degerlendiriimesi amaciyla bu c¢alismada seker fabrikasi atigi olan melas ile

zeytin fabrikasi atigi olan pirina ile enzim Uretimi Uzerine galismalar yapilmigtir.

2.8.1. Seker fabrikasi atigi melas

Seker Fabrikalarinda seker pancari ve seker kamigi Uretiminde fabrikasyon
kademesinde sekerinin fabrikasyona geri alinamayan son suruptur. Seker
fabrikasinda islenen her 100 kg seker pancarinda 4 kg kadar melas olugsmaktadir.
Bu koyu kahve renkli koloidal atik maddenin igeriginde kompleks polisakkaritler,
invert sekerler, karbonhidrat olmayan bilesikler, koyu kahve renkli azot iceren
polimerik bilesikler, inorganik iyonlar, malik asit, laktik asit, formik asit, asetik asit,
propiyonik asit gibi bazi organik asitler de bulunmaktadir (Kahyaoglu and Konar,
2006). Melas, igeriginin yaklasik % 50’sini olusturan sakkaritlerden dolay: ticari
acidan degerlidir ve c¢esitli fermentasyonlarda karbon kaynagdi olarak
kullanilabilmektedir. Bunun yani sira, gubre icerigi olarak ve evcil hayvanlarin
yemlerinde siklhkla kullanildigi belirtiimistir (Dahiya et al., 2001). Cizelge 2.4’te

melasin bazi 6zellikleri verilmektedir.
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Cizelge 2.4. Melasin bazi 6zellikleri (Najafpour and Shan, 2003).

Ozellik

Renk Kahverengi - koyu kahverengi
Viskozite (cp) 22.1(10 rpm’ de) - 30.6 (7 rpm’ de)
Dansite g/ml 1.441 - 1.354

Su igerigi % 47 - 35

Asili kati pargalar % 38 - 58.6

Baslangi¢ seker konsantrasyonu g/L 18.7 - 194
Son seker konsantrasyonu g/L 600 - 611

Yurdumuzda her yil 60 ilde, 450-500 bin hektar alana pancar ekilerek 1820
milyon ton pancar Uretiimektedir. Bu pancarin iglenmesiyle her kampanya
doneminde 2,0-2,6 milyon seker ile yan Urun olarak 6-7 milyon ton pancar posasi
ve 800-900 bin ton melas elde edilmektedir. Seker fabrikasi yan drunlerinden
pancar posasl hayvan yemi olarak, melas ise basta alkol, maya ve yem olmak
Uzere pek ¢ok sanayinin ana girdisi olarak kullaniimaktadir. Ginde 3000 ton
pancar isleme kapasitesine sahip fabrikada bir kampanya déneminde yaklasik 50

bin ton seker ile 16 bin ton melas elde edilmistir (www.sanayi.gov.tr).

2.8.2. Zeytin fabrikasi atigi pirina

Zeytin  meyvesi, dogasindan gelen oOzellikleri nedeniyle dogrudan
tuketilememektedir. Bu nedenle, oncelikle sofraliga ve yaga islenerek gida
sanayine ve zeytinyagi uretim asamasinda, pirina, pirina yagi ve karasu gibi yan
urinler elde edilmesiyle diger sanayi dallarina hammadde kaynagi
olusturmaktadir. Yan urlnler arasinda yer alan yagl pirina, ya da diger bir adi ile
yagl zeytin kispesi dnemli bir zeytin yan tGrinudur (Cizelge 2.5). Teknik tanimi ile
zeytinyagi fabrikalarinda zeytinlerin sikilmasindan sonra arta kalan zeytin
kuspesine Pirina (Yagll Pirina); pirinadan organik c¢ozuculerle ekstraksiyon

sonucu elde edilen yaga Pirina Yagdi, bu yagin elde edilmesiyle ilgili fabrikalarin
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calisma sekilleri, kapasiteleri ve faaliyet sonuclarinin timuane ise Pirina Sanayi

denilmektedir (www.aeri.org.tr).
Pirina, zeytinlerin mekanik olarak yaga islenmesinden sonra arta kalan kati alt
artndur. Taze ve islenmis pirinanin ortalama bilesimi Cizelge 2.6’ te gosterildigi

gibidir.

Cizelge 2.5. Pirina ve pirina yagi Uretim asamalari (www.aeri.org.tr).

Zeytin
Sofralik Zeytin Yaghk Zeytin
. Zeytinyagi
Yagh Pirina Fabrikas|
Pirina Fabrikasi
Pirina Yagi Kuru Pirina

100 kg zeytinden ortalama olarak 15 - 22 kg zeytinyagi ile 35-45 kg pirina elde
edilmektedir. 100 kg pirinadan ise ortalama olarak 6 - 7.5 kg pirina yagi ile 60 - 70

kg kuru pirina elde edilmektedir (www.zae.gov.tr).
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Zeytinden elde edilecek pirina ve pirina yagir miktarlari her ne kadar zeytinin
yetistirme teknigine, iklim, toprak, cesit 6zelligine zeytinin isleyis sekillerine ve
uygulanan teknolojik iglemlere bagl ise de genellikle zeytinyagi fabrikalarinda

uretilen zeytinyagi miktarinin iki kati agirlikta pirina elde edilmektedir.

Cizelge 2.6. Taze ve islenmig pirinanin bilesimi (www.zae.gov.tr).

Taze Pirina islenmis Pirina
Yag 6.9-9.0 0.1-0.3
Cekirdek 42 - 54 9.0-11
Kabuk 10 - 11 20-22
Hamur 21-33 10-15

Pirina, igerisinde yad dahil olmak Uzere; su, ¢ekirdek ve pulp kisimlarindan
olusmaktadir. Zeytinyagi fabrikalarinin tipi ve igleyis bicimleri, her ne kadar
pirinanin icerigini degistiriyorsa da yagl pirina ortalama %5-8 yag ve %20-30
rutubet icermektedir. Boylece 100 kg pirinadan ortalama 6-8 kg pirina yagi, 60-70
kg yagsiz kuru pirina elde edilmektedir. Elde edilen pirina yagi, pirinanin hemen
islenmesi ve c¢lkan yagin rafine edilmesi sartiyla ancak yemeklik olarak
kullanilabilmektedir. Pirina yagi kendine has kokusu olan koyu yesil renkli bir
yagdir. Kimyasal olarak, asit bilesimi bakimindan zeytinyagina oldukca
benzemekte fakat daha fazla miktarda sabunlasan maddelere ve serbest yag

asitlerine sahip olmaktadir (www.aeri.org.tr).
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3. GEREG VE YONTEM

3.1. Calismada Kullanilan Mikroorganizmalarin Ekim ve Uretimi

Bu galisma igin, Hacettepe Universitesi Biyoloji Bolumi Biyoteknoloji Anabilim
Dali ve Uygulamali Biyoloji Anabilim Dali kultir koleksiyonunda bulunan 18 adet
fungus (Aspergillus niger, Rhizopus sp., Alternaria alternata, Trichoderma viride,
Trichoderma viride A2, Trichoderma harzianum D2, Humicola insolens,
Phanerochaete chrysosporium, Funalia trogii, Paecilomyces lilacinus, Fusarium
culmorum, Fusarium acuminatum, Fusarium sp., Penicillium sp., Beauveria
bassiana, Ascospheara apis, Gibberella fujikuroi ve Candida albicans), genel
uretim icin yatik olarak hazirlanmis PDA (potato dextrose agar) tuplerine ekildi.
Ekim yapildiktan sonra 30°C’ deki etlivde, statik kosullarda 5 giin Uremeye
birakildi. Elde edilen kdltirler 1 ay sonunda tekrar pasajlanarak +4°C’ deki

buzdolabinda saklandi.

3.2. Funguslarda Dekstranaz Enziminin Taranmasi igin Uygun Besiyerinin

Hazirlanmasi

iceriginde karbon kaynagi olarak yalnizca dekstran bulunan besiyerinin biitiin
funguslar igin ilk bastaki Greme donemi agisindan uygun olmadigina karar verildi
ve genel besiyeri olarak literatlr taramasi sonrasinda igeriginde dekstranin yani
sira maya 6zutl de bulunan sivi besiyeri tercih edildi (Abdel-Naby et al., 1999;
Fukumoto et al., 1971; Hattori et al., 1981; Tsuru et al., 1971).

Bu besiyeri hazirlanarak pH ‘si1 6.0 olarak ayarlandi ve 250 ml’ lik Erlen meyerlere
50‘ser ml olarak paylastirildi. 110°C ‘de ve 1.5 Atmosfer basing altinda 25 dakika
otoklavlanarak steril edildi. Sterilizasyonun ardindan sogumaya birakilan ve oda
sicakligina gelen besiyerlerine uygun sekilde ekim yapildi. Bu besiyerinin igerigi

Cizelge 3.1’de verilmektedir.
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Cizelge 3.1. Funguslarda dekstranaz enziminin taranmasi igin kullanilan besiyeri

icerigi.

Dekstran 10.0 g/L
NaNO3 1.0 g/L
MgS0O,4.7H,0 0.25 g/L
KoHPO4 1.0 g/L
KCI 0.5g/L
FeS0O,4.7H,0 0.01 g/L
Maya 6zutu 1.0 g/L
3.3. Ekim

Her bir fungusun spor suspansiyonunun hazirlanmasi igin, funguslar oncelikle
PDA besiyerlerinde tupte yatik kultir olarak Uretildi. Steril serum fizyolojik ile
kanigtinlan  fungus  kultlrlerinden alinan  Orneklerle, Neubauer marka

hemasitometre ile her bir fungusun spor sayimi yapildi (Sekil 3.1).

Small sguare = 11400 sg. mrn. 1/255g. mum.
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Sekil.3.1. Neubauer hemasitometre (Caprette, 2006)
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Bu calismada kullanilacak tim funguslar i¢in ayri bir tipte 1 ml.sinde yaklasik
olarak 2 x 10° sayida spor iceren stoklar hazirlandi. Dekstranaz (retimi icin
kullanilacak genel besiyeri olarak saptanan besiyerlerine, hazirlanmis olan steril
spor suspansiyonlarindan, steril pipetlerle 1’ er ml spor inokule edildi. Besiyerleri,
30°C sicaklikta, 7 gin boyunca 150 rpm hizina ayarl etivde (New Brunswick

Scientific) inkibasyona birakildi.

3.4. Kiiltiirlerde Uremenin Olgiimii

inkibasyon sonunda etlivden alinan sivi kiltirlerde Greme miktari, hicre
kitlesindeki kuru agirhgin Olgllmesi ile saptandi. Bunun igin, daha d6nceden
hazirlanmis olan filtre kagitlari 1 gece 37°C sicakhgindaki etiivde kurutuldu ve
her birinin darasi alindi. Sivi kultar ortami bu filtre kagitlarindan suzuldikten
sonra kagit Gzerinde kalan biyokitle, 1 gece 37°C sicakligindaki etlivde kurutuldu

ve hassas terazide tartildi.

3.5. Ayraglarin Hazirlanmasi

3.5.1. Dinitro Salisilik Asit (DNS) ayracinin hazirlanmasi

Renk tepkimesi i¢in kullanilan DNS ayraci, 3,5-dinitro salisilik asit, fenol, Na,SOs;,
NaOH ve Na-K-Tartrat kimyasal maddelerinin uygun oranda karistirilmasi ile
hazirlandi (Miller, 1959). Hazirlanan ayra¢ yaklasik olarak 24 saat boyunca,
karanhk ve cevresi aluminyum folyo ile sarili bir Erlen Meyer iginde, manyetik
karigtirici Uzerinde berrak hale gelene kadar manyetik balik yardimiyla karistirildi.
Daha sonra yine isik gormeyecek sekilde +4°C’deki buzdolabinda muhafaza
edildi.
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3.5.2. Lowry ayracinin hazirlanmasi

Kaltdr sizuntulerinde bulunan ¢ozundr protein miktari, Lowry (1951) yontemi ile
tayin edildi. Bunun igin Lowry A, Lowry B ve Lowry B, c¢ozeltileri hazirlandi,
bunlarin 100:1:1 oranlardaki karisimi ile Lowry C ayraci elde edildi. Lowry C

ayracl, +4°C’deki buzdolabinda muhafaza edildi.

3.6. Glukoz Standardi Cizilmesi

Enzim aktivitesi ve redikte seker odlgimlerinde alinan sonuglar, glukoz ile
hazirlanan standart egriden hesaplanabileceginden, agiga ¢ikan redukte seker
olan glukoza ait bir standart egri cizildi. Bunun igin hazirlanan stoktan seri
sulandirim yapilarak farkli konsantrasyonlarda glukoz igeren tupler hazirlandi. Bu
tuplerdeki ¢ozeltiler DNS yontemine gore redukte seker olarak olguldlu ve
spektrofotometrede (JENWAY, 6105 U.V./Vis. Spektrofotometre) 550 nm dalga
boyunda kore kargi okundu. Elde edilen standart egri, bundan sonra yapilacak

Olcimlerde kullanildi.

3.7. Enzim Aktivitesinin Ol¢iimii

Enzim aktivitesi, DNS (dinitrosalisilik asit) yontemi ile dl¢uldu (Miller, 1959). Bu
yontemle olgum igin, oncelikle dekstranin, pH: 5.4'teki 0.1 M sodyum asetat
tamponu ile % 2’ lik ¢dzeltisi hazirlandi ve bu ¢ozelti calismada substrat olarak
kullanildi (Kosaric et al., 1973; Pleszczynska et al., 1997). Ureme sonunda kiltdr
suzuntusu milipor filtreden slzulerek, pelet kismindan ayrildi. Elde edilen
stpernatan, 15 dakika 7200 rpm’de santriflj edildi ve sonugta elde edilen enzim
suzuntusu deneylerde enzim kaynagi olarak kullanildi. Enzim aktivitesinin tayini
icin bu suzuntuden 1 ml alinarak Uzerine 2 ml substrat eklenip, uygun sicaklik ve
sire olarak literatiirden bulunan 40°C’de 20 dakika su banyosunda inkiibe edildi
(Madhu and Prabhu, 1985; Shukla et al., 1989; Smiley et al., 1982). Bu 6rnekten
sure sonunda 1ml alinarak tzerine 3 ml DNS ayraci eklendi. 15 dakika kaynar su
banyosunda tutulup enzim aktivitesi sona erdirildikten sonra renk olustu, bu renk
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de spektrofotometrik olarak (JENWAY, 6105 U.V./Vis. Spektrofotometre) 550 nm
dalga boyunda kor tupune karsi okundu. Kor olarak, iginde enzim olmayan,
yalnizca substrat solusyonu ile hazirlanmis olan ve Uzerine test solusyonunda
oldugu gibi 1:3 oraninda DNS ayraci eklenip kaynar su banyosunda 15 dakika
boyunca test solusyonu ile birlikte inkibe edilerek hazirlanmig olan o6rnek
kullanildi. Sonuglar, glukoz ile hazirlanmis olan standart egriden hesaplanarak,

aciga cikan redukte seker mg/ml glukoz olarak saptandi (Miller, 1959).

inkiibasyon sonunda, dekstran polimerinden 1 dakikada 1umol rediikte seker
aciga c¢ikaran enzimin aktivitesi 1 Unite olarak belirlendi ve bu tanimdan gidilerek
bulunan redikte seker miktarlarindan enzim aktiviteleri U/ml olarak hesaplandi.

Protein dl¢gimlerinin ardindan sonuglar U /mg protein olarak gdsterildi.

3.8. Protein Standardi Cizilmesi

Protein standardi igin kullanilacak protein olan sigir serum albimini (BSA) ile stok
soliusyonu hazirlandi. Bu stoktan seri sulandinm yapilarak farkli
konsantrasyonlarda sigir serum albumin tupleri hazirlandi. Bu tlplerdeki ¢ozeltiler
Lowry yontemine goére bir seri islemlere tabi tutuldu ve spektrofotometrede
(JENWAY, 6105 U.V./Vis. Spektrofotometre) 550 nm’ de koére karsi okundu
(Lowry et al.,1951). Elde edilen standart egri, bundan sonra yapilacak protein

Olcimlerinin hesaplanmasinda kullanildi.

3.9. Protein Olgiimii

Milipor filtreden slzuldikten sonra santrifij asamasindan gegirilmis enzim
stupernataninin Lowry C ayraci ile karistiriip oda sicakliginda 10 dakika
bekletiimesinin ardindan, sulandiriimis folin ¢ozeltisi ilave edildi ve 30 dakika
beklendi. Sure sonunda enzim oOrnedi spektrofotometrede (JENWAY, 6105
U.V./Vis. Spektrofotometre) 550 nm dalga boyunda kore karsi okundu (Lowry et
al.,1951).
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3.10. Paecilomyces lilacinus’ ta Enzim Uretim Ortami igin Uygun Besiyerinin

Secilmesi ve Hazirlanmasi

Literatir taramalari sonucunda saptanmis ve bazi modifikasyonlar (Besiyeri B’ ye
maya 06zutl sonradan eklendi) yapilmis olan 3 besiyeri, en iyi enzim aktivitesini
vermesi agisindan denenmek Uzere segcildi (Abdel-Naby et al., 1999; Fukumoto et
al., 1971; Hattori et al., 1981; Pleszczynska et al., 1997; Shukla et al., 1989;
Tsuru et al., 1971). Cizelge 3.2, Cizelge 3.3 ve Cizelge 3.4’te besiyeri icerikleri

verilmistir.

Cizelge 3.2. Besiyeri A’ nin igerigi

Dekstran 10.0 g/L
NaNO3 2.0g/L
KoHPO4 20g/L
Maya 6zutl 2.0g/L

Cizelge 3.3. Besiyeri B’ nin igerigi

Dekstran 15.0 g/L
NaH,PO4 3.0 g/l
Sukroz 1.0g/L
FeS0,4.7H,0 0.01 g/L
Pepton 0.01 g/L
KCI 0.1g/L
KoHPO4 25¢g/L
MgS0O,4.7H,0 0.01 g/L
Maya 6zutu 2.0g/L
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Cizelge 3.4. Besiyeri C'nin igerigi

Dekstran 10.0 g/L
NaNO; 1.0g/L
MgS0O4.7H,0 0.25 g/L
KoHPO4 1.0g/L
KCI 0.5¢g/L
FeS0O,4.7H,0 0.01 g/L
Maya 6zutu 1.0 g/L

Hazirlanmis olan 3 farkl besiyerinin pH degerleri 0.1 M HCI ile pH 6.0 olarak
ayarlandi ve 250 ml’ lik Erlen Meyer’ lere 50 ml olarak paylastirildi. Besiyerleri
110°C’ de 25 dakika sureyle otoklavda tutulmak suretiyle steril edildi. Otoklavdan
cikan besiyerleri oda sicakligina gelene kadar bekletildi. Soguduktan sonra bu
besiyerlerine, daha Onceden belirlenen miktarda ve sekilde inokulasyon

gergeklestirildi.

3.11. Paecilomyces lilacinus’ un Dekstranaz Uretimini Etkileyen Optimum

Fizyolojik Kosullarin Saptanmasi

3.11.1. Dekstranaz uretimi i¢in optimum inklibasyon sliresinin saptanmasi

Bu deneyde Paecilomyces lilacinus’ un kullanilan besiyerindeki Uremesinin
zamana gore degdisiminin saptanmasi ve bu fungusun dekstranaz Uretimi
acgisindan en uygun inktubasyon suresinin bulunmasi amaglandi. Bunun igin,
batin c¢alismalarda kullaniimasi uygun bulunan ve temel dekstranaz uretim
besiyeri olarak belirlenen Besiyeri A’ ya ekim yapilarak 30°C sicaklikta 150 rpm
calkalama hizinda inkiibe edildi. inkiibasyon siiresi sonunda, Paecilomyces
lilacinus’ un gunden gune degisen Ureme degerleri, redukte seker degerleri,

protein miktarlari ve enzim uretimi, 9 gin boyunca Odlgulerek tayin edildi. Buna
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gore enzim aktivitesi ve spesifik aktivite degerleri hesaplanip, enzim Uretimi igin

en uygun inkiibasyon suresi bulundu.

3.11.2. Dekstranaz uretimi igin optimum inklibasyon sicakliginin saptanmasi

Paecilomyces lilacinus’ un ureme surecinde inkibasyon sicakhgdinin, dekstranaz
sentezine olan etkisini saptamak amaciyla, kullanilan temel besiyerine (Besiyeri
A) ekim yapildi. inokiile edilmis drnekler, degisik inkiibatorlerde 20°C, 25°C, 30°C
ve 35°C derecelerde 7 giin boyunca 150 rpm’ de calkalanarak inkiibe edildi.
Ureme sonunda alinan 6rneklerden dekstranaz, protein ve rediikte seker
degerleri Olgllerek enzim aktivitesi ve spesifik enzim aktivitesi degerleri bulundu.
Buna gore dekstranaz Uretimi agisindan en uygun inkubasyon sicakligi tayin
edildi.

3.11.3. Dekstranaz uretimi igin optimum baslangi¢ pH degerinin saptanmasi

Bu deneyde, besiyerinin baslangigtaki pH degerinin Paecilomyces lilacinus’ un
uremesine ve dekstranaz Uretimine etkisinin bulunmasi amaclandi. Bunun igin,
kullanilan temel besiyerinin pH degerleri, pH:4, pH:4.5, pH:5, pH:5.5, pH:6,
pH:6.5, pH:7, pH:7.5, pH:8 olacak sekilde 0.1 M’ lik HCI ile ayarlandi. Bu
besiyerlerine uygun sartlarda ekim yapildiktan sonra, Erlen Meyer’ ler 30°C’ de 7
gin 150 rpm hizindaki etivde Uremeye birakildi. Kuiltirasyon sonunda,
dekstranaz, protein ve redukte seker degerleri Olgulerek enzim aktivitesi ve
spesifik aktivite degerleri hesaplandi. Bunun sonucunda en uygun baslangi¢ pH

degeri saptandi.

3.11.4. Dekstranaz uretimi igin optimum c¢alkalama hizinin saptanmasi

inklbasyon esnasindaki galkalama hizinin dekstranaz sentezine etkisini

saptayabilmek igin, pH:6’ ya ayarlanmis temel besiyeri kullanilip ekim yapilan

Erlen Meyer' ler, inkUbasyon igin etlvde statik kosulda ve degisik calkalama
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hizlarinda (50 rpm, 100 rpm, 150 rpm, 200 rpm) olmak Uzere 5 farkli ortama
yerlestirildi. 30°C’ deki 7 gunlik inkiibasyon sliresi sonunda dekstranaz, protein
ve redukte seker degerleri dlgulerek enzim aktivitesi ve spesifik aktivite degerleri
hesaplandi. Paecilomyces lilacinus’ tan dekstranaz dretimi i¢in en uygun

calkalama hizi, dlgimler sonucunda tespit edildi.

3.11.5. Dekstranaz lretimi icin optimum inokiilasyon miktarinin saptanmasi

Besiyerine inoklle edilen fungus spor sayisinin dekstranaz dretimine etkisinin
saptanmasi ic¢in yapilan bu deneyde, temel besiyeri olarak saptanmig olan
Besiyeri A’ ya 2.10", 2.10% 2.10° 2.10", ve 2.10%° spor icerecek sekilde
hazirlanmis spor siispansiyonlarindan ekim yapildi. inkiibasyon icin 30°C’ deki
etivde 7 gun 150 rpm.de tutulan kultirlerden, bu sire sonunda dekstranaz,
protein ve redukte seker de@erleri Olguldi. Sonucgta elde edilen degerlerden
enzim aktivitesi ve spesifik enzim aktivitesi degerleri hesaplanarak Paecilomyces

lilacinus igin en uygun inokulasyon miktari tespit edildi.

3.11.6. Degisik karbon kaynaklarinin dekstranaz iuretimine etkisinin

saptanmasi

Paecilomyces lilacinus’ un dekstranaz uretiminde, en verimli karbon kaynaginin
saptanmasi amaciyla, 9 ayri karbon kaynagi kullanildi. Bunun igin Dekstran T70,
glukoz, laktoz, nisasta, fruktoz, sukroz, maltoz ile Leuconostoc mesenteroides ve
Streptococcus mutans’tan elde edilip tam olarak saflastiriilmamis haldeki 2 tip
dekstran, iginde karbon kaynagi olmayan temel besiyerine % 2 oraninda olacak
sekilde ilave edildi. Bu sekilde hazirlanmis ve steril edilmis besiyerlerine inokule
edilen ve 30°C’ de, 150 rpm’ de, 7 giin Uretilen Paecilomyces lilacinus kiltirleri
icin inkibasyon sonrasinda UuUreme, dekstranaz, redukte seker ve protein
Olcimleri yapildi. Bunun sonucunda hesaplanan enzim aktivitesi ve spesifik
enzim aktivitesi degerlerinden, dekstranaz uretimi igin kullanilabilecek en uygun

karbon kaynagi saptandi.
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3.11.7. Karbon kaynagi konsantrasyonunun dekstranaz uretimine etkisinin

saptanmasi

Kullanilan temel besiyerindeki karbon kaynagi konsantrasyonunun dekstran
sentezine etkisinin saptanmasi amaciyla, temel besiyerindeki karbon kaynagi
konsantrasyonu modifiye edildi. % 0, % 0.5, % 1, % 2, % 4 konsantrasyonlarinda
karbon kaynagi igeren besiyerleri hazirlandi. inokilasyonun ardindan 30°C’ de,
150 rpm’ de, 7 gun inkubasyon gergeklestirildi, Paecilomyces lilacinus igin en
uygun karbon kaynagi konsantrasyonu, dekstranaz, redukte seker ve protein
Olcumleri sonuglarindan hesaplanan enzim aktivitesi ve spesifik enzim aktiviteleri

ile saptandi.

3.11.8. Degisik azot kaynaklarinin dekstranaz Uuretimine etkisinin

saptanmasi

Paecilomyces lilacinus’ tan dekstranaz sentezi igin, kullanilan temel besiyeri, azot
kaynagi olarak NaNOs;, NH4sNO;3; ve (NH4)2SO4 ile ayr ayri hazirlandi. % 0.2
oraninda eklenen azot kaynaklarinin Uzerine besiyerinin kalan icerigi
degistiriimeden eklendi. Bu sekilde hazirlanan tim besiyerlerine sterilizasyondan
sonra ekim yapildi. 30°C’ de, 150 rpm’ de, 7 gunliik inkiibasyon sonucunda
dekstranaz, redikte seker ve protein miktarlar olguldi ve enzim aktivitesi ile
spesifik enzim aktiviteleri saptanarak, dekstranaz Uretimi icin en uygun azot

kaynagi bulundu.

3.11.9. Azot kaynagi konsantrasyonunun dekstranaz iliretimine etkisinin

saptanmasi

Bu asamada, en uygun azot kaynagi olarak saptanan NaNOj3; kullanildi. Azot
kaynag! digindaki besiyeri igerigi konsantrasyonu sabit tutularak, temel besi
yerlerine konsantrasyonlari 0.1 g/L, 0.5 g/L, 1.0 g/L, 2.0 g/L, 4.0 g/L olacak
sekilde degisik miktarlarda NaNQj tartilarak eklendi ve tretim 30°C’ de, 150 rpm’
de, 7 giin boyunca gerceklestirildi. inkiibasyonun ardindan tayin edilen
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dekstranaz, redukte seker ve protein miktarlari ile enzim aktivitesi ve spesifik
enzim aktiviteleri hesaplandi ve Paecilomyces lilacinus’ tan dekstranaz sentezi

icin en uygun azot kaynagi konsantrasyonu bulundu.

3.12. Reaksiyon Ortaminda Paecilomyces lilacinus’ tan Uretilen Dekstranaz

Aktivitesini Etkileyen Optimum Fizyolojik Kosullarin Saptanmasi

Paecilomyces lilacinus’ un 1 haftalik yattk PDA besiyerinde Uretilmesiyle elde
edilen kultirle spor suspansiyonu hazirlandi. Yapilan c¢alismalar sonunda
modifiye edilen temel besiyerlerine bu suspansiyondan uygun miktarda ekim
yapildi ve 30°C’ de, 150 rpm’ de, 7 giin boyunca inkiibasyona birakildi. Sire
sonunda elde edilen kdltur ortamlarinin stupernatanlari enzim suzuntusu olarak
kullanildi. Enzim suzuntisu ve pH: 5.4'teki 0.1 M sodyum asetat tamponu ile % 2
dekstran iceren substrat solUsyonu bir araya getirilerek, enzim-substrat reaksiyon
ortami hazirlandi. Bu karisim, ilerideki c¢alismalarda anlatildi§i gibi, fizyolojik

kosullarin saptanmasi igin deney amacina gére modifiye edilerek kullanildi.

3.12.1. inkiibasyon siiresinin dekstranaz aktivitesine etkisinin saptanmasi

Bu calismada, enzim substrat karigiminin reaksiyon ortaminda inkube edilme
suresinin enzim aktivitesine etkisinin bulunmasi amaclandi. Bunun igin
inkibasyon, 0. dakikadan baslayarak 1., 2., 3., 4., 5., 10., 15., 20., 25., 30., 40.,
50., 60., 70. ve 80. dakikalarda sonlandirilacak sekilde, 40°C'de pH:5.4’ te
gerceklestirildi. Ayni sekilde hazirlanmig olan érneklerden her biri su banyosuna
ayni anda konarak, reaksiyonun gerektirdigi sure sonunda inkibasyon
ortamindan alindi ve enzim aktiviteleri saptandi. Bunun sonucunda Paecilomyces
lilacinus’ tan elde edilmis dekstranaz igin, reaksiyon ortaminin tutulmasi gereken

en uygun inkubasyon suresi saptandi.
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3.12.2. inkiibasyon sicakhginin dekstranaz aktivitesine etkisinin saptanmasi

Dekstranaz aktivitesi Uzerine inkUbasyon sicakliginin etkisini saptayabilmek
amaciyla sabit pH’ da (pH:5.4) ve substrat konsantrasyonunda (%2) hazirlanan
reaksiyon ortamlari, sicakliklari 20°C, 30°C, 40°C, 50°C, 60°C, 70°C ve 80°C’ a
ayarlanmig olan su banyolarinda sabit sire boyunca inkibe edildi. Daha sonra
her bir reaksiyon ortami inkibasyon ortamlarindan alinarak enzim aktiviteleri
hesaplandi. Calisma sonunda dekstranaz enzimi ig¢in reaksiyon ortamindaki en

uygun inkibasyon sicakhgi tayin edildi.

3.12.3. inkiibasyon pH’sinin dekstranaz aktivitesine etkisinin saptanmasi

Enzim-substrat ortaminin, inkibasyon sirasinda iginde bulundugu pH degerinin
dekstranaz enziminin aktivitesine olan etkisinin tayin edilmesi amaciyla, pH’ lari,
4, 4.5, 5, 5.5, 6, 6.5 ve 7 deg@erlerinde olan reaksiyon ortamlari hazirlandi. pH
degerleri 0.1 M’ ik sodyum asetat tamponu ile ayarlandi. Bu reaksiyon ortamlari,
sabit sure, sicaklik ve substrat konsantrasyonunda inkube edildi ve inkubasyon
sonunda enzim degerleri saptandi. Buna gore, reaksiyon ortamindaki inkuibasyon

pH’ sinin dekstranaz enzimine olan etkisi bulundu.

3.12.4. inkiibasyon substrat konsantrasyonunun dekstranaz aktivitesine

etkisinin saptanmasi

Bu calismada enzim-substrat karigsimindaki substrat konsantrasyonunun, enzim
aktivitesine etkisinin saptanmasi amaclandi. %0.5, %1, %2, %4 ve %8
konsantrasyonlarindaki dekstran ile hazirlanmig substrat ortamlari, enzim ile sabit
oranda karistirildi. Bu reaksiyon ortamlari, sabit sicaklik, pH ve surede
inkiibasyona tabi tutuldu. inkiibasyonun ardindan reaksiyon ortamlari alinarak her
biri icin enzim aktiviteleri tayin edildi ve bunun sonucunda Paecilomyces lilacinus’
tan elde edilen dekstranazin reaksiyon ortaminda bulunmasi gereken en uygun

substrat konsantrasyonu saptandi.
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3.13. Dekstranaz Enziminin Kararliliginin Saptanmasi

Bu calismada, optimum fizyolojik kosullarla Paecilomyces lilacinus’ ten elde
edilmis dekstranaz enziminin sicaklik kararlihgi, sicaklik kararllik suresi ve pH
kararlihginin belirlenebilmesi igin deneyler yapildi. Bunun igin enzim sivisi
ilerideki calismalarda anlatildigi gibi deney amacina gore cesitli sicaklik ve pH

derecelerinde, farkl sirelerle tutularak enzim aktiviteleri hesaplandi.

3.13.1. Dekstranaz enziminin sicaklik kararlihginin saptanmasi

Dekstranaz enziminin belirli sicaklik araligindaki kararliigini saptamak amaciyla,
enzim Ornekleri 30°C, 40°C, 50°C, 60°C, 70°C sabit sicakhiga ayarlanmig
ortamlarda 30 dakika boyunca inkube edildi. Daha sonra bu inkubasyon
ortamlarindan alinan enzim suzuntulerinin, standart enzim aktivitesi tayini ile
enzim aktiviteleri saptandi. inkiibasyona tabi tutulmamis olan enzimin aktivitesi
100 kabul edildi ve inkibasyon sonrasindaki enzim aktivitelerinin, buna gére %

kararllik degerleri hesaplandi.

3.13.2. Dekstranaz enziminin sicaklik kararlilik stiresinin saptanmasi

Dekstranaz enziminin belirli sicakliklara ne kadar sure ile dayanip stabilitesini
koruyacagini saptamak amaciyla enzim slzintileri, 30°C, 40°C, 50°C, 60°C ve
70°C sabit sicakliga ayarlanmis ortamlarda yarim saat ile 8 giin arasinda
inkiibasyona birakildi. ilk 7 saate kadar her saat basi dlglilen enzim aktivitesi, 24
saatten sonra gunde bir defa Olguldli. Bunun igin her bir enzim siuzuntusd,
saptanan sure sonunda inkiibasyon ortamindan alindi ve enzim aktivitesi standart
tayin yéntemi ile saptandi. inkiibasyona tabi tutulmamis olan enzimin aktivitesi
100 kabul edilerek sonuglar degerlendirildi ve enzimin farkli sicaklklardaki

kararhlik sureleri saptandi.
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3.13.3. Dekstranaz enziminin pH kararliliginin saptanmasi

Dekstranaz enziminin degisen pH degerlerinde kararihigini ne kadar
koruyabileceginin saptanmasi amaciyla, enzim sivisi sodyum asetat tamponu ile
pH:4, 4.5, 5, 55, 6, 6.5, 7, 7.5 ve 8 degerlerine ayarlandi. Degisik pH
degerlerindeki enzim slUzuntuleri, oda sicakliginda 2 saat ve 24 saat sure ile
inkiibe edildi. Sonugcta, her bir tupteki degisik pH degerinde inkube edilmis enzim
stzuntUsu, standart enzim 6lgim islemine tabi tutuldu. pH dederi degismemis ve
inkibasyona tabi tutulmamig olan enzimin aktivitesi 100 kabul edildi ve
inkiibasyon sonrasindaki enzim aktivitelerinin, buna goére enzim kararhliklari,

enzim aktivitesi tayini sonucunda bulundu.

3.14. Dekstranaz Eldesi igin Artiklarin Alternatif Besiyerleri Olarak

Kullaniimasi

3.14.1. Alternatif besiyeri olarak melas kullaniminin dekstranaz tiretimine

etkisinin saptanmasi

Bu calismada, alternatif bir besiyeri olarak seker fabrikasi atigi olan melas
kullanildi. Paecilomyces lilacinus’ un temel besiyeri olarak kullanilan ve igine
distle su diginda herhangi bir madde eklenmeyen melasin degisik
konsantrasyonlari distile su ile karigtirilarak hazirlandi. Kullanilan melas
besiyerinin ve degisik konsantrasyonlarinin dekstranaz sentezine etkisinin
saptanmasi amaciyla, % 5, % 10 ve % 20 konsantrasyonlarinda melas iceren
besiyerleri hazirlandi. Besiyerinin 0.1 M ‘hk HCI ile pH degeri 6.0 olacak sekilde
ayarlandi ve uygun sterilizasyon sonrasinda ekim yapildi. Daha sonra 30°C’ de,
150 rpm’ de, 7 giin boyunca inkiibasyon gerceklestirildi. inkiibasyon sonucunda
elde elden kulturlerde, Ureme, dekstranaz, redikte seker ve protein miktarlari
Olguldu, enzim aktivitesi ve spesifik enzim aktivitesi, bu oOlgimler sonucunda

hesaplandi.
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3.14.2. Alternatif besiyeri olarak pirina kullaniminin dekstranaz tretimine

etkisinin saptanmasi

Zeytin alt Grinu olan pirina, bu ¢alismada dekstranaz dretimi igin alternatif bir
uretim ortami olarak denendi. Bunun igin yalnizca pirina, besiyeri ortamina bagka
bir ekleme yapilmaksizin temel Uretim ortami olarak kullanildi. % 5, % 10 ve % 20
konsantrasyonlarinda olacak sekilde distile su ile karistirilarak hazirlanan bu
besiyerlerinin 0.1 M* ik HCl ile pH degerleri 6.0’ ya ayarlandi. Daha énce yapilimis
olan Paecilomyces lilacinus spor suspansiyonundan, hazirlanan ortamlara
inokllasyon yapilarak 7 gin 30°C’ de ve 150 rpm’ deki inkiibasyona birakildi.
Bunun sonucunda elde edilen kilturlerden, GUreme, dekstranaz, redikte seker ve
protein miktarlari belirlendi. Enzim aktivitesi ve spesifik enzim aktivitesi

hesaplandi.

3.14.3. Alternatif besiyeri olarak melas ve pirinanin beraber kullaniminin

dekstranaz uretimine etkisinin saptanmasi

Bu c¢alisma igin seker fabrikasi atigi olan melas ile zeytin islenmesi sirasinda
¢lkan artik pirinanin  beraber kullaniimasiyla Paecilomyces lilacinus’ tan
dekstranaz Uretiminde alternatif bir besiyeri kullanimi amaglandi. Bunun igin % 5
melas ile % 5 pirina; % 10 melas ile % 10 pirina; % 20 melas ile % 20 pirina
karigtirilarak degisik konsantrasyonlarda karisik artik besiyerleri hazirlandi.
Sadece distile su ile karigtirilarak konsantrasyonlari ayarlanan besiyerlerinin pH
degerleri 0.1 M’ hk HCI 6.0’ ya getirildi. Uygun sterilizasyon sonrasinda ekim
yapilip 30°C’ de ve 150 rpm’ de inkiibasyona birakildi. 7 glin sonunda kultlrler
inkibasyon ortamindan alinarak Ureme, dekstranaz, redikte seker ve protein
miktarlari belirlendi. Bunun sonucunda da enzim aktivitesi ve spesifik enzim

aktivitesi hesaplandi.
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3.14.4. Alternatif besiyeri olarak artiklar ve dekstranin beraber kullaniminin

dekstranaz uretimine etkisinin saptanmasi

Bu calismada, farkli ortamlardaki melas ve pirina besiyerlerine dekstran
eklenerek elde edilen besiyerlerinde dekstranaz Uretimi amaglandi. Bunun igin
farkh Erlen Meyer’ lerde melas ve pirina besiyerleri hazirlandi. Bu ortamlara
eklenecek substratin etkisini saptamak igin Uretim ortamlarina % 1 dekstran
eklendi. 0.1 M’ lik HCI ile pH degerleri ayarlandi. Sterilizasyon ve inokulasyon
sonrasinda 30°C’ de ve 150 rpm’ de 7 gunlik Gretim gergeklestirildi. Elde edilen
kulturlerden Ureme, dekstranaz, redikte seker ve protein miktarlari belirlendikten

sonra enzim aktiviteleri ve spesifik enzim aktiviteleri hesaplandi.

3.15. Cesitli Kimyasal Maddelerin Dekstranaz Aktivitesine Etkilerinin

incelenmesi

Bu yontemin uygulanmasi icgin oncelikle enzim ornegi diyaliz edildi. Bunun igin
Paecilomyces lilacinus, 1 hafta temel besiyerinde 150 rpm hizinda 30°C'de
uretildi. Etivden alinan kadltur sOzaldl, supernatan 7200 rpm’de 15 dakika

santrifij edildi ve berrak enzim ¢dzeltisi diyaliz islemlerinde kullanildi.

Bu galismada kullanilacak olan diyaliz tupl, oncelikle uygun olglude kesildi ve
distile suda yaklasik olarak 10 dakika kaynatilarak yumusatildi. Diyaliz tupunun
bir ucu, zedelenmeyecek sekilde sikica baglandi. A¢ik kalan diger ugtan enzim
suzuntusu bir pipet yardimiyla tup icine dikkatlice kondu ve diyaliz tUpunun bu
ucu da sikica baglandi. Enzimle doldurulmus diyaliz tupd, 0.01 M sodyum asetat
tamponu igceren uygun boyutlardaki bir beher icinde manyetik karistirici Gzerine
yerlestirildi (Sekil 3.2). Etrafindaki tamponu birka¢ sefer yenilenerek 1 gece
boyunca +4°C’deki buzdolabi iginde surekli karistirilarak diyaliz edildi. Stiire
sonunda diyaliz tupu i¢indeki enzim suzuntusu dikkatlice alindi. Bu suzuntiden

enzim, redukte seker, protein tayinleri yapildi.
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Segici gegirgen membran

Blylk enzim molekilleri membranin

porlarindan disari gikamaz

Kicuk molekuller membranin porlarindan

¢likarak dis ortamdaki tampona gecger

Sekil 3.2. Diyaliz isleminin gsematik gorunumu. (http://www.ucl.ac.uk/~ucbcdab/

enzpur /images/dialysis.jpg).

Bazi kimyasal maddelerin ortamda bulunmasi durumunda enzim aktivitesindeki
degisimlerin saptanabilmesi icin, dncelikle ¢esitli kaynaklarda enzim aktivasyonu
ve inaktivasyonu calismalarinda kullaniimig olan kimyasal maddeler ile
konsantrasyonlari arastirildi. Bulunan literatirden yola cikilarak deney plani
yapildi (Fukumoto et al., 1971; Hattori et al., 1981; Hiraoka et al., 1972; Koenig
and Day, 1988; Kosaric et al., 1973) . Bunun i¢cin 5 mM konsantrasyonda
hazirlanan kimyasallar (CaCl,, KyCr,O;, AgNO3s FeS04.7H20, ZnS04.7H-0,
BaCl,.2H,0, CuS04.5H,0, MgS04.7H20, NiSO4 HgCl,, CoCly, CdCly, FeCly), 1 ml
diyaliz edilmis enzim suzuntusune 0.5 ml olarak eklendi. Kor olarak 1 ml diyaliz
edilmis enzim sUzuntustne 0.5 ml distile su eklendi ve standart enzim aktivitesi

tayini yapildi. Buna gore yuzde aktivite degerleri belirlendi.
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3.16. Paecilomyces lilacinus Hiicrelerinin Tutuklanmasi ve Tutuklanmis

Mikroorganizmadan Dekstranaz Enziminin Uretimi

Bu calismada, Paecilomyces lilacinus hucrelerinin  degisik materyallere
immobilize edilmesi ve bu immobilize haldeki hucrelerden dekstranaz enzimi
uretiimesi amaglandi. Bunun igin, yapilan literatir taramasi sonunda degisik
immobilizasyon materyalleri saptandi ve bu materyallerle immobilizasyon iglemi

gerceklestirildi.

3.16.1. Agara tutuklama galigmalari

Yapilan literatur taramasi sonucunda agarin, porlu matriks icine tutuklamada
kullanildigd1 bulundu ve bu makalelerden yola cikilarak (Haddar et al., 2007,
Ramakrishna and Prakasham, 1999) deney plani yapildi. Yaklagik olarak 2.10°

sayida spor iceren 10 ml spor suspansiyonu, 40 ml % 3 konsantrasyonda

hazirlanmis ve otoklavda steril edilmig agar ile karistirildi.

Sekil 3.3. Petri kabindaki spor suspansiyonu- agar karigimi.
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Karistirma islemi yapilmadan 6nce agarin 40°C sicakliga diismesi beklendi. Daha
sonra agar-spor suspansiyonu karisimi, énceden steril edilmis petri kabina 3 mm
kalinlikta olacak sekilde steril sartlarda dokuldi ve sogumaya birakildi.
Sogumanin ardindan, daha Onceden steril edilmis 3 mm c¢apindaki pipet
yardimiyla pargalar kesildi (Sekil 3.3). 3 mm ¢ap ve boydaki agar boncuklari,
steril 6ze ile petriden cikartildi (Sekil 3.4) ve steril distile su ile yikandi. Bu

boncuklar besiyerine steril sartlarda ekildi ve inkibasyon gerceklestirildi.

- - - . .- -

Sekil 3.4. P.lilacinus hicrelerinin tutuklandigi1 agar boncuklari.

3.16.2. Kalsiyum alginata tutuklama g¢aligmalari

Kalsiyum alginatin hicre immobilizasyonunda kullaniimakta oldugu literatirde yer
almaktadir. (Ellaiah et al., 2004; Nighojkar et al., 2006; Smidsrod and Skjak-
Braek, 1990; Zhang et al., 2007). Bundan yola ¢ikilarak, kalsiyum alginat ile

hidcre immobilizasyonu ¢alismasi planlandi.
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Yaklasik olarak 2.10° sayida spor iceren 10 ml spor siispansiyonu, 40 ml % 5
konsantrasyonda hazirlanmis ve otoklavda steril edilmis 1lik kalsiyum alginat ile
karigtirldi. Daha sonra kalsiyum alginat - spor sispansiyonu karigimi, dnceden
steril edilmis burete steril sartlarda bosaltildi (Sekil 3.5). Biretin muslugu, 3 mm
capinda yuvarlak boncuklar olusacak sekilde ayarlanarak agcildi. Olusan
boncuklarin bozulmamasi i¢in daha 6nceden hazirlanip steril edilmis % 2’ lik
CaCl, c¢ozeltisi, steril bir behere bosaltilarak manyetik karistirici Uzerine
yerlestirildi ve steril manyetik baliklar yardimiyla damlayan boncuklarin devamli
olarak ¢ozeltide karismasi saglandi. Hazirlanmig olan bu dizenek iginde 2 saat
boyunca ayni ¢ozeltide karistirilan boncuklar, daha sonra steril distile su ile
yikanarak besiyerine steril sartlarda ekildi ve inkibasyon gergeklestirildi (Sekil
3.6).

3.16.3. Poliuretan siingere tutuklama galigmalari

Cesitli kaynaklarda yer alan hucre immobilizasyonu c¢alismalarinda sunger
materyalinin kullanildigi  goéruldu  (Aleksieva et al., 2003; Aleksieva and
Tchorbanov, 1990; Karakog, 2004; Skowronek and Fiedurek 2006). Bulunan

literaturden yola ¢ikilarak sungere tutuklama galigmalari planlandi.

Sunger pargalarindan, her yuzid 1 cm boyutunda olacak sekilde kupler kesilerek
hazirlandi (Sekil 3.7). Bu kupler yikandi ve otoklavda steril edildi. Yaklasik olarak
2.10° sayida spor iceren 10 ml spor siispansiyonuna 5 adet siinger kiip atildi, 2-3
dakika ¢alkalanarak sporlarin stinger yuzeylerine tutunmasi saglandi. Daha sonra
tutunmayan sporlardan arindirmak igin steril distile su ile yikandi ve besi ortamina

ekim yapildi.
Bu galismada, isbir Termoset Plastik Sanayi A.S ‘den alinan siinger ile deneyler

gerceklestirildi. Bu poliuretan sungere ait fiziksel Ozellikler, Cizelge 3.5de

verilmektedir.
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Sekil 3.5. Ca-alginat boncuklarinin olusturuldugu dizenekler.

Sekil 3.6. P.lilacinus hucrelerinin tutuklandigi Ca-alginat boncuklari.
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Cizelge 3.5. Sungerin fiziksel 6zellikleri (Karakog, 2004)

Ozellikler

Yogunluk

Sertlik

Deformasyon orani
Elastikiyet orani

Kopma direnci

Kopma anindaki uzama

Yirtilma direnci

Birim / Unit / Standart

14.5 + 2 kg/m® (ISO 845)

95 + % 15 N ( I1SO 2439)

< %12 (ISO 1856)

% 40 + 5 (ASTM D 3574)

0.08 + 0.02 N/ mm? (ISO 1796)
% 250 + 50 (ISO 1798)

3.7 £ 0.5 N /cm (ASTM D 3574)

Sekil 3.7. P.lilacinus hicrelerinin tutuklandidi stinger kip.
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3.16.4. Tutuklanmig ve serbest P. lilacinus hucreleri ile dekstranaz

uretiminin karsilagtirlimasi

immobilizasyonda tasiyici materyal olarak kullanilan agar, kalsiyum alginat ve
sungere tutuklanmig hucrelerle, uygun besiyerinde ve inkubasyon sartlarinda
dekstranaz uretimi gergeklestirildi. Bu immobilize hicrelerle birlikte, ayni sartlarda
kontrol olarak kullanilan serbest hlcrelerden de enzim Uretimi gerceklestirildi.
inkiibasyon sonrasinda hiicrelerden arindirilan kiltiir stipernatanlari santrifijj
edildi ve bu berrak slziintilerden enzim aktiviteleri hesaplandi. immobilize
hucrelerin  gosterdigi enzim aktiviteleri, kontrol olarak kullanilan serbest
hlcrelerden elde edilen enzim aktivitesi ile kargilastirnildi. Kontrol grubu aktivitesi
100 olarak kabul edildi ve diger hicrelerin aktivite degisimleri buna gére %

degerlerle ifade edildi.

3.16.5. Tutuklanmis P. lilacinus hiicrelerinin sirekli kullanimina bagh olarak

dekstranaz aktivitelerindeki degisimin saptanmasi

inkiibasyon sonrasinda etiivden alinan kdltrlerin igindeki tutuklanmis hiicreleri
tasiyan boncuklar ve stinger pargalari, steril distile suyla yikandiktan sonra steril
sartlarda yas agirliklari tartildi ve yeni steril besiyerlerine geri ekildi. Yag agirliklar
hesaplanirken tartilan toplam boncuk veya sunger parcasi degerleri, toplam
saylya bollinerek 1 tanesine ait yas agirlik saptandi. inkiibasyon sonunda kalan
sipernatandan ayni ydéntemle enzim aktivitesi hesaplandi. immobilize haldeki
hucrelerin ilk kullanimlarinda gosterdikleri aktivite ile sonraki kullanimlarinda
gosterdikleri aktivite degigsimleri saptandi. Boylelikle bu hucrelerin  tekrar
kullanilabilirligi arastirildi. Ayni immobilize hUcrelerin, 6 kez yeni besiyerine

ekilmesiyle sureklilik galismasi tamamlandi.

66



3.16.5.1. Agara tutuklanmig P. lilacinus hiicrelerinden dekstranaz uretiminin

surekliliginin aragtiriimasi

Agar ile yapilan immobilizasyon c¢alismasi sonunda elde edilen P. lilacinus
hucrelerini iceren agar boncuklari, besiyerine ekildi ve uygun kosullarda
inkibasyonu gergeklestirildi. 1 haftalik stire sonunda inkiibasyonu tamamlanan
kultarlerden boncuklar steril olarak toplandi ve yas agirliklar steril olarak
hesaplandiktan sonra, steril distile su ile yikanip taze besiyerlerine tekrar ekildi ve
inkibasyona birakildi. Bu sureg, bu tutuklanmis hicrelerin ikinci dongusu olarak
ifade edildi.

Ayni sekilde 6 sefer tekrarlanan bu doéngulerin sonunda, hicreleri igeren
boncuklarin kullanim sareklilikleri bulundu. 6. dongu sonunda boncuklar tekrar

fotograflandi (Sekil 3.8) ve ilk immobilize edildikleri sekillerine ile bu 6 déngu

sonunda aldiklar sekil karsilastirildi.

Sekil 3.8. Agara tutuklanmig P.lilacinus hicrelerini iceren boncuklarin inkiibasyon
Oncesinde (a) ve 6 dongl sonundaki (b) sekil degisikligi.
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3.16.5.2. Kalsiyum alginata tutuklanmis P. lilacinus hiicrelerinden

dekstranaz tiretiminin surekliliginin arastiriimasi

Bu calisma icin kalsiyum alginata tutuklanmis hucreleri iceren boncuklar, ilk
kulturasyon sonrasinda steril sartlarda kulturden uzaklastirildi ve yine steril olarak
boncuklarin yas agirlik olgumleri yapildi. Bunun ardindan steril distile suda
yikanan boncuklar, ikinci dongl icin yeni bir besiyerine tekrar ekildi. Eski
kultarlerden alinarak yeni besiyerlerine inoklle edilme islemi, birbiri ardina alti
sefer tekrarlandi. Son déngunin ardindan boncuklarin fotografi gekildi (Sekil 3.9).

Her kullturasyon sonunda elde edilen supernatanlardan enzim aktiviteleri

hesaplandi.

Sekil 3.9. Kalsiyum alginata tutuklanmis P.lilacinus hicrelerini igeren boncuklarin

inkibasyon 6ncesi (a) ve 6 dongu sonundaki (b) sekil degisikligi.
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3.16.5.3. Siingere tutuklanmis P. lilacinus hiicrelerinden dekstranaz

uretiminin surekliliginin arastiriimasi

Sunger klplere immobilize edilen P. lilacinus hicrelerinden dekstranaz Gretiminin
surekliliginin arastirilmasi igin, bu kupler ilk besiyerindeki inkibasyondan sonra
steril olarak alinarak steril distile su icinde yikandi ve steril besiyerine geri inokule
edildi. Daha sonra ikinci kilturden ayni sekilde alinan ayni sunger kipler 3., 4., 5.
ve 6. kez ayni iglemlerden gecgerek yeni besiyerlerine ekildi. Her inkibasyondan

sonra sunger kuplerin steril petriler icinde yas agirliklari tayin edildi. son

inklbasyondan sonra alinan kiplerin fotograflar cekildi ve ilk bastaki sekilleri ile
karsilastinldi (Sekil 3.10).

Sekil 3.10. Siingere tutuklanmig P.lilacinus hicrelerini iceren kiplerin inkiibasyon

oncesi (a) ve 6 dongu sonundaki (b) sekil degisikligi.
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3.16.6. Siingere tutuklanmis P. lilacinus hucrelerinin elektron mikroskobu

goruntuleri

Polidretan stingere tutuklanmis P. lilacinus hicreleri inklibasyon sonrasinda steril
olarak kurutuldu. Kurutulmus bu immobilize hucrelerin bulundugu politretan
sunger, kuru haldeki bos singer ve PDA’ da uremis serbest hicrenin elektron
mikroskobu ile fotograflari ¢ekildi (Sekil 3.11, 3.12, 3.13, 3.14, 3.15).

3um

| Mag = 5.00 KX EHT =15.00 kv Signal A = SE1 Sample ID = Paecilomyces lilacinus

Sekil 3.11. Serbest haldeki P.lilacinus hicreleri
Blyutme: 5000x

Bos ve hucrelerin tutuklanmis oldugu poliiretan sunger Ornekleri, cesitli
blylitmelerde (85x, 250x, 1000x, 2000x) fotograflandi. immobilize hiicreleri
iceren polilretan sunger, bos polilretan sunger ve serbest haldeki hicre

fotograflari birbiri ile karsilastirildi.
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f_”f“”‘ Mag= 86X EHT=15.00kV SignalA= SE1 Sample ID =

Sekil 3.12.a) Tutuklanmis P.lilacinus hlcrelerini iceren polilretan stinger
(86x blyutme)

AUt Mag= 86X EHT=15.00kY Signal A= SE1 sample ID =

Sekil 3.12.b) Hicre icermeyen politretan sunger (86x buyutme)
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100pm Mag= 250X EHT=15.00kY Signal A=SET sample ID =

Sekil 3.13.a) Tutuklanmis P.lilacinus hlcrelerini iceren polilretan stinger
(250x buylitme)

) Mag= 250X EMT=15.00kV Signal A= SE1 sample ID =

Sekil 3.13.b) Hicre icermeyen politretan sunger (250x buyutme)
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30um Mag= 1.00 KX EHT = 15.00 kV Signal A = SE1 Sample ID =

Sekil 3.14.a) Tutuklanmis P.lilacinus hicrelerini iceren polilretan stinger
(1000x buyutme)

20um '

I Mag= 1.00K X EHT =15.00 kY Signal A = SE1 Sample ID =

Sekil 3.14.b) Hicre icermeyen poliiretan stinger 1000x buylitme
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Sekil 3.15.a) Tutuklanmis P.lilacinus hicrelerini iceren polilretan stinger
(2000x buyutme)

10um Mag= 2.00 KX EHT = 15.00 kV Signal A= SE1 Sample ID =

Sekil 3.15.b) Hicre icermeyen politretan stinger (2000x buyutme)
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4. BULGULAR

4.1. Funguslarin Dekstranaz Aktivitesi Bakimindan Taranmasi

F I
ungusiar Candida albicans

Ascospheara apis

@ Ureme (g/50 ml)

Gibberella fujikuroi
Beauveria bassiana
Penicillium sp.

Fusarium sp.

Fusarium acuminatum
Fusarium culmorum
Paecilomyces lilacinus
Funalia trogii
Phanerochaete chrysosporium
Trichoderma viride
Trichoderma harzianum D2
Trichoderma viride A2
Humicola insolens
Alternaria alternata

Aspergillus niger

Rhizopus sp.

0 0,02 004 006 008 0,1 0,12 0,14 0,176 0,18

Ureme g/50 ml

Sekil 4.1. Funguslarda dekstranaz uretimi ile baglantili Greme degerleri.

*Uretimler, 30°C derecede, 150 rom hizinda ayarli inkiibatérde 7 giin boyunca

gerceklestiriimistir. Sonuglar 3 ¢calismanin ortalamasidir.
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Funguslar
Candida albicans

Ascospheara apis
Gibberella fujikuroi
Beauveria bassiana
Penicillium sp.
Fusarium sp.
Fusarium acuminatum
Fusarium culmorum
Paecilomyces lilacinus
Funalia trogii
Phanerochaete chrysosporium
Trichoderma viride
Trichoderma harzianum D2
Trichoderma viride A2
Humicola insolens
Alternaria alternata
Aspergillus niger

Rhizopus sp.

O Redikte seker (mg/L)

02 04 06 08 1 1,2

Dekstran yikimi (Rediikte seker mg/L)

1,4

Sekil.4.2. Funguslarda dekstranaz tretimi.

*Uretimler, 30°C derecede, 150 rom hizinda ayarli inkiibatérde 7 giin boyunca

gerceklestiriimistir. Sonuclar 3 ¢galismanin ortalamasidir.

19 adet fungusun dekstran yikimlari, redukte seker olarak gosterildi (Sekil 4.2).

Sekil 4.1 de ise bu funguslarin kuru agirliklari ile olgilen Ureme degerleri

gOsterildi. Buna godre en

Paecilomyces lilacinus olarak belirlendi.

dekstranaz aktivitesine sahip olan fungus,
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4.2. Paecilomyces lilacinus’ ta Enzim Uretim Ortami igin Uygun Besiyerinin

Secilmesi ve Hazirlanmasi

Paecilomyces lilacinus’ ta maksimum dekstranaz aktivitesi eldesi i¢in kullanilan 3
farkh besiyeri arasinda (Besiyeri icerikleri Cizelge 3.2, Cizelge 3.3 ve Cizelge 3.4’
te gosterilmektedir), A besiyeri en yuksek spesifik enzim aktivitesi i¢cin uygun
besiyeri olarak saptandi. Ureme degerleri denenen 3 besiyerinde de birbirine
yakin olmakla birlikte, B besiyerinde daha yuksek bir deger gdsterdi. Bununla
birlikte en yuksek spesifik enzim aktivitesinin elde edildigi A besiyeri, dekstranaz
uretimi icin temel besiyeri olarak kabul edilip, bundan sonraki galismalarda
kullanildi (Sekil 4.3).

120 - + 0,6
- -
% 100 - @ Dekstranaz (U/mg protein) L o5
< m Ureme (g/50 ml) _
<es 80 - 04 E
c 3 B
£ )
£8 60 03 @
s E g
Q> i B D
= 40 0,2
[
2
o 20 - - 0,1
()

0 - -0
A B Cc
Besiyeri

Sekil 4.3. Paecilomyces lilacinus’ un degisik besiyerlerindeki dekstranaz aktivitesi

ve Ureme grafigi.

*Uretimler, 30°C derecede, 150 rom hizinda ayarli inkiibatérde 7 giin boyunca

gerceklestiriimistir. Sonuclar 3 ¢galismanin ortalamasidir.
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4.3. Paecilomyces lilacinus’ un Dekstranaz Uretimini Etkileyen Optimum

Fizyolojik Kosullar

4.3.1. Dekstranaz iretimi i¢in optimum inkiibasyon siiresi

Paecilomyces lilacinus’ tan dekstranaz uretimi igin temel besiyeri olarak secilen
Besiyeri A ortaminda 9 gun boyunca uretilen fungusun, enzim, redikte seker ve
protein degerleri takip edilerek sonugclar kaydedildi. Bunun sonucunda dekstranaz
dretimi igin gerekli strenin, en ylksek spesifik enzim aktivitesinin elde edildigi 7.
gun oldugu saptandi (Sekil 4.4). Calismanin bundan sonraki kisimlarinda

inkibasyon stresi olarak 7 gun kullanildi.

120 — 0,4
@ Dekstranaz U/mg protein
100 1 @ Ureme g/50 ml
[ + 0,3
2
S 80 - —
£ < E
< ..g 3
g Q2 ] 1 E)
E ; 60 0,2 °E’
w g o
D 40 - =
()
a + 0,1
(7]
20 +
0 - - 0
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Zaman (Giin)

Sekil 4.4. Dekstranaz Uretimi igin optimum inkibasyon stresi

*Uretimler, 30°C derecede, 150 rom hizinda ayarli inkiibatérde 9 giin boyunca

gergeklestirildi. Sonuglar 3 ¢galismanin ortalamasidir.
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4.3.2. Dekstranaz uretimi igin optimum inkiibasyon sicakligi

Farkli inkibatorlerde 20°C, 25°C, 30°C ve 35°C derecelerde yapilan inkiibasyon
sonucunda, 30°C, optimum dekstranaz Uretiminin elde edildigi nokta olarak
saptandi (Sekil 4.5). Bu deg@erin altindaki sicakliklarda dekstranaz Gretiminin hafif
bir dusls gosterdigi ve ustindeki inkibasyon sartlarinda Uremenin azaldigi,
dolayisiyla dekstranaz sentezinin de minimum duzeye indigi gozlendi. Caligmanin
bundan sonraki kisimlarinda inkiibasyon sicakligi olarak 30°C’ nin kullaniimasi

uygun gorulda.

120 + - 0,3
@ Dekstranaz U/mg protein
® Ureme g/50 ml

100 +
)
8
S 80 - - 02 _
=
33 5
g 2 o
= 2 60 - o
i g :
&> g
e 40 01 7
Qo
(7]

20 -

0 - -0
20 25 30 35
Sicaklik (°C)

Sekil 4.5. Dekstranaz Uretimi igin optimum inkiibasyon sicakligi

*Uretimler verilen sicaklik derecelerinde, 150 rom hizinda ayarli inkiibatérde 7

glin boyunca gergeklestirildi. Sonuclar 3 ¢alismanin ortalamasidir.
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4.3.3. Dekstranaz uretimi i¢in optimum baslangi¢ pH degeri

Besiyerinin baglangigtaki pH degerine bagli dekstranaz Uretimi, temel besiyerinde
degisik pH‘ larda Uretilen Paecilomyces lilacinus’ un inkibasyonu sonunda
yapilan olgumlerle saptandi. En uygun pH degerinin, pH 6 oldugu bulundu. Bu
degerlerin daha asagisinda ve daha yukarisinda ise dekstranaz uretiminin
azaldigi goruldu (Sekil 4.6). Bundan sonraki besiyeri pH degerleri, pH 6 olarak

ayarlandi.
120 - — 04
@ Dekstranaz (U/mg protein)
m Ureme (g/50 ml
100 4 (9 )
- + 0,3
£ 80
> 1 -
g E
:
§ 8 60 - 102 3
ig g
= =
b4 40 ~
Q.
@ +0,1
20 -
0 - -0
4 4,5 5 55 6 6,5 7 75 8
pH

Sekil 4.6. Dekstranaz uretimi igin optimum baslangi¢ pH degeri

*Uretimler 30°C’de, 150 rpm hizinda ayarli inkiibatérde 7 giin boyunca

gerceklestirildi. Sonuglar 3 ¢alismanin ortalamasidir.
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4.3.4. Dekstranaz uretimi igin optimum galkalama hizi

Paecilomyces lilacinus sporlari temel besiyerine ekildikten sonra bu besiyerlerinin
bir kismi1 etlvde statik kosullarda inkibe edilirken diger bir kismi da degisik
calkalama hizindaki kosullarda inkube edildi. 7 gunun sonunda kultar
sUzuntulerinin enzim, redlikte seker, protein ve treme degerleri dlguldi ve Sekil
4.7’de goruldugu gibi, statik kosullarin dekstranaz sentezi igin uygun olmadigi
saptandi. 100 rpm ve 150 rpm calkalama hizlari, inkdbasyon igin uygun
bulunmakla beraber, laboratuar gartlari agisindan bundan sonraki ¢alismalar 150

rpom hizinda gergeklestirildi.

120 + T+ 04
@ Dekstranaz (U/mg protein)

1001 g reme (9/50 ml)
) +0,3
L
2 80 -
- - _—
<2 E
g 9 2
N 2 E)
c o +02 o
% £ g
=3 5
[«}]
Qo
(7]

+ 0,1
-0
100 150 200
rpm

Sekil 4.7. Dekstranaz Uretimi icin optimum c¢alkalama hizi

*Uretimler 30°C’de, belirtilen hizlara ayarli inkiibatérlerde 7 giin boyunca

gerceklestirildi. Sonuglar 3 ¢calismanin ortalamasidir.
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4.3.5. Dekstranaz iretimi i¢in optimum inokilasyon miktari

Dekstranaz Uretimine, inokulasyon miktarinin etkisinin saptanmasi amaciyla,
hazirlanan spor slUspansiyonundaki sporlar, Neubauer laminda sayilarak 5 ayri
konsantrasyona getirildi. 5 ayri paralel calismaya, 2x10 ', 2x10 3, 2x10 °, 2x10 °
ve 2x10 ?° konsantrasyonlarindaki spor siispansiyonlarindan 1’er ml ekim yapildi.
inkiibasyon sonunda enzim siiziintiilerinden dlgiim yapildi ve 2x10 ° ile bunun
Uzerindeki inokulasyon miktarinin dekstranaz enziminin sentezi i¢in yeterli miktar

oldugu saptandi. Sonuglar Sekil 4.8’ de gdsterilmektedir.

140 - _ T 04
@ Dekstranaz (U/mg protein)

120 - Bl Ureme (g/50 ml)
2 +03
S 100 ~
- c —
L
<2 £
£ 2 0
~ +02 ©
c o o
i E o 5
= | —
Y= K
'Q 40 =
o | 1
n 0,1

20
0 B I I r 0
2x101 2x103 2x10° 2x1010  2x10 20
inokiilasyon miktari (spor / ml)

Sekil 4.8. Dekstranaz Uretimi igin optimum inokulasyon miktari.

*Uretimler 30°C’de, 150 rpm hizina ayarl inkiibatérde 7 giin boyunca

gergeklegtirildi. Sonuglar 3 ¢alismanin ortalamasidir.
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4.3.6. Degisik karbon kaynaklarinin dekstranaz liretimine etkisi

Glukoz, laktoz, nigsasta, fruktoz, sukroz, maltoz, dekstran ve iki ayn
mikroorganizma Streptococcus mutans ile Leuconostoc mesenteroides’ ten elde
edilmis ve tam olarak saflastiriimamig 2 farkli dekstran, temel besiyerine % 1
oraninda, karbon kaynagi olarak eklendi, Paecilomyces lilacinus ortama ekildi ve
inkibasyon sonundaki olgimlerde, en iyi dekstranaz Uretimi saglayan karbon

kaynaginin dekstran oldugu bulundu ($ekil 4.9).

100 T 0,4

90

80 @ Dekstranaz (U/mg protein)

m Ureme (g/50 ml) - 0,3

70

60 -

50 - - 0,2

U/ mg protein
Ureme g/50 ml

40 ~

Spesifik Enzim Aktivitesi

30
- 0,1
20

Sekil 4.9. Degisik karbon kaynaklarinin dekstranaz uretimine etkisi

*Uretimler 30°C’de, 150 rpm hizina ayarl inkiibatérde 7 giin boyunca
gergeklegtirildi. Sonuglar 3 ¢galismanin ortalamasidir.
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4.3.7. Karbon kaynagi konsantrasyonunun dekstranaz uretimine etkisi

Bu deney icin, Paecilomyces lilacinus’ ta en yuksek dekstranaz uretimini elde
ettigimiz karbon kaynagi olan dekstran, temel besiyerinde kullanildi. Olgtimler
sonucunda % 1 konsantrasyonda ortama eklenen dekstranin, dekstranaz
uretimini en ylksek seviyeye cikardigi belirlendi (Sekil 4.10). Daha yuksek
dekstran konsantrasyonunun, besiyerinde Paecilomyces lilacinus’ un Uremesini
arttirdigi, ancak dekstranaz sentezine bir katkisi olmadigi gdézlendi. Bundan

sonraki calismalarda temel besiyeri, % 1 konsantrasyonundaki dekstran ile

kullanildr.
180 - T+ 0,7
160 | @ Dekstranaz (U/mg protein) Lo
m Ureme (g/50 ml) ’

- 140 ~
2 + 0,5
2 120 -
* £ =
< 3
€2 100 - 104 B
= g o
w g 80 g
é 5 -+ 0,3 o
= D
-4 60 -
n + 0,2

40 -

+ 0,1
20 -
0 0
Dekstran (g/L)

Sekil 4.10. Karbon kaynagi konsantrasyonunun dekstranaz tretimine etkisi

*Uretimler 30°C’de, 150 rpm hizina ayarl inkiibatérde 7 giin boyunca

gergeklegtirildi. Sonuglar 3 ¢galismanin ortalamasidir.
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4.3.8. Degisik azot kaynaklarinin dekstranaz liretimine etkisi

En yuksek dekstranaz dretimini saglayabilmek icin, ¢esitli azot kaynaklarindan,
NaNO3;, NH4sNO3; ve (NH4).SO4 segildi. Bu 3 azot kaynagi ile degdisik azot icerikli
temel besiyerleri hazirlandi. Ekim ve inkubasyon sonunda sonuglar olgulerek
Sekil 4.11° de verildi. Bulunan en ylksek spesifik dekstranaz aktivitesi degerinin,
azot kaynagi olarak NaNO; varliginda gergeklesen Ureme sonucunda oldugu
tespit edildi. Temel besiyeri olarak segilmis olan Besiyeri A’ nin orijinal igeriginde
azot kaynagi olarak mevcut olan NaNOj; degistirimeden kullanilmaya devam
edildi.

140 - T+ 04
= 120 ~ @ Dekstranaz (U/mg protein)
o m Ureme (g/50 ml)
S + 0,3
= c 100 -
3 _
£ S :
= a 80 - =
N 0
a:, g 02 &
- 4 [}
:f:f 5 60 qE,
o =
& 40 -
- 0,1
20 -
0 - -0
NaNO, NH, NO, (NH,),SQ
N Kaynagi (2 g/L)

Sekil 4.11. Degisik azot kaynaklarinin dekstranaz Uretimine etkisi

*Uretimler 30°C’de, 150 rpm hizina ayarli inkiibatérde 7 giin boyunca

gerceklestirildi. Sonuglar 3 ¢calismanin ortalamasidir.
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4.3.9. Azot kaynagi konsantrasyonunun dekstranaz uretimine etkisi

Azot kaynagi konsantrasyonunun dekstranaz uretimine etkisinin saptanmasi igin,
temel besiyerinde en verimli azot kaynagi olarak saptanmis olan NaNOs;
kullanildi. Paecilomyces lilacinus’ ta en ylksek dekstranaz uretimini saglayan
konsantrasyonun 2 g/L oldugu bulundu. Sonuglar spesifik dekstranaz aktivitesi
hesaplanarak verildiginden dolayi, 0.5 g/L konsantrasyondaki azot kaynagi
degerinin, daha ylUksek spesifik enzim aktivitesine sahip oldugu goruldi ve Sekil
4.12' de spesifik enzim aktivitesi degerleri verildi. Buna goére 0.5 g/L NaNOs,

optimum konsantrasyon olarak saptandi.

140 - T 04
@ Dekstranaz (U/mg protein)
120 - m Ureme (g/50 ml)
2 103
[] ’
£ _ 100 -
s E
€2 80- 0
-ﬁ Q a
c o T02 4
w g 2
35 007 g
2 S
o
/2] 40 -
+ 0,1
20 -
0 - - 0
0,1 0,5 1 2 4
NaNO; konsantrasyonu (g/L)

Sekil 4.12. Azot kaynagi konsantrasyonunun dekstranaz uretimine etkisi

*Uretimler 30°C’de, 150 rpm hizina ayarli inkiibatérde 7 giin boyunca

gerceklestirildi. Sonuglar 3 ¢calismanin ortalamasidir.
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4.4. Reaksiyon Ortaminda Paecilomyces lilacinus’ tan Uretilen Dekstranaz
Aktivitesini Etkileyen Optimum Fizyolojik Kosullar

Reaksiyon ortaminda enzim ve substrat iligkisini etkileyen fizyolojik faktérlerden
inkibasyon suresi, pH, sicaklik ve substrat konsantrasyonu incelendi. Bunun igin

kaltur suzuntuleri, enzim kaynagdi olarak kullanildi.

4.4.1. Reaksiyon ortamindaki inkiibasyon siresinin dekstranaz aktivitesine
etkisi

Reaksiyon ortaminda enzim substrat etkilesimine inkibasyon suresinin etkisini
hesaplamak amaciyla bu ortamlar 0 ve 80 dakika arasinda degisen surelerde
inkUbe edildi. Her sure sonunda olgcumler yapildi ve en uygun inkibasyon suresi
25 dakika olarak saptandi (Sekil 4.13).

30 ~

(o]
A

25 -

20 -

15

10 -

Rediikte seker (mg/L)

O </ I I I I I I I T 1
10 20 30 40 50 60 70 80 90

(@)

inkiibasyon Siiresi (dakika)

Sekil 4.13. Reaksiyon ortamindaki inkiibasyon suresinin dekstranaz aktivitesine
etkisi

* Reaksiyon ortami %2 substratla pH:5.4’ te ve 40°C ‘de inkiibe edilmistir.

Sonuglar 3 ¢alismanin ortalamasidir.
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44.2. Reaksiyon ortamindaki inkiibasyon sicakhginin dekstranaz

aktivitesine etkisi

Paecilomyces lilacinus’ tan Uretilen dekstranaz aktivitesine inkibasyon
sicakh@inin etkisini saptayabilmek amaciyla hazirlanan reaksiyon ortami, 20°C’
den itibaren 10°C artan sicakliklarla 80°C’ ye kadar ¢esitli sicakliklarda
inkiibasyona birakildi. Sekil 4.14’ te gorlldaga gibi, 60°C’ nin (izerinde ve 40°C’
nin altindaki sicakliklarda enzim aktivitesi dustd. Dolayisiyla Paecilomyces

lilacinus dekstranazi igin optimum reaksiyon ortami sicakhdi, 50°C olarak

saptandi.

140 -

120 ~
» Dekstranaz (U/mg protein)
Q
= 100 -
2
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g i
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£ 5
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2
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Sekil 4.14. Reaksiyon ortamindaki inkibasyon sicakliginin dekstranaz

aktivitesine etkisi

* Reaksiyon ortami %2 substratla pH:5.4’ te ve 25 dakika inkiibe edilmistir.

Sonuclar 3 ¢alismanin ortalamasidir.
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4.4.3. Reaksiyon ortamindaki inkibasyon pH’sinin dekstranaz aktivitesine

etkisi

Reaksiyon ortaminin inkibasyonu sirasinda degisik pH derecelerinin dekstranaz
aktivitesine etkisini belirleyebilmek amaciyla, pH: 4 ile 7 arasinda yarim derecelik
farkla belirlenen degerler, 0.1 M sodyum asetat tamponu ile hazirlandi ve enzim
substrat kompleksi bu degisik pH’ larda inkiilbasyona birakildi. inkibasyon
sonunda spesifik enzim aktiviteleri belirlendi ve Sekil 4.15 te gdsterildi. Buna
gore Paecilomyces lilacinus dekstranazi igin en uygun pH degerinin pH:5 oldugu

saptandi.

200 1 Dekstranaz (U/mg protein)

)
2 150 ~
2
ko =
<3
g 2
N 2 400 -
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Sekil 4.15. Reaksiyon ortamindaki inkibasyon pH’sinin dekstranaz aktivitesine

etkisi.

* Reaksiyon ortami %2 substratla 50°C’de ve 25 dakika inkiibe edilmistir.

Sonuglar 3 galismanin ortalamasidir.
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44.4. Reaksiyon ortamindaki substrat konsantrasyonunun dekstranaz

aktivitesine etkisi

Substrat konsantrasyonun Paecilomyces lilacinus’ tan Uretilen dekstranaz
aktivitesine etkisini saptamak amaciyla % 0.5 ile % 8 arasinda degisen
konsantrasyonlarda substratlarla enzim substrat kompleksi hazirlandi. Bu
reaksiyon ortamlari inkiibasyona birakildi ve sonugta hesaplanan spesifik enzim
aktiviteleri Sekil 4.16° da gosterildi. Buna gobre en uygun substrat
konsantrasyonu, % 4 veya % 8 gibi gérinmekle birlikte, bu dederlerde ortam
viskozitesi ¢ok fazla arttigindan ve aktivite degerleri acisindan % 2 ile buyuk bir
fark olmadigindan, ekonomik olarak da daha uygun olan % 2’ lik substrat

konsantrasyonu, bu galigma ic¢in optimum kabul edildi.
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Sekil 4.16. Reaksiyon ortamindaki substrat konsantrasyonunun dekstranaz

aktivitesine etkisi

* Reaksiyon ortami 50°C’de pH.5'te ve 25 dakika inkiibe edilmistir. Sonuglar 3
calismanin ortalamasidir.

90



4.5. Dekstranaz Enziminin Kararlihgi

Paecilomyces lilacinus’ tan Uretilen dekstranaz enziminin belirli sicaklik ve pH
degerlerindeki stabilitesini saptamak amaciyla gergeklestirilen bu calismada
kUltur suzuntuleri, enzim kaynagi olarak kullanildi. Enzim kararliliklari, enzim

aktivitesi tayini sonucunda bulundu.

4.5.1. Dekstranaz enziminin sicaklik kararlilig

Dekstranaz enziminin 4°C ile 70°C arasindaki sicakliklarda stabilitesini saptamak
amacilyla enzim suzuntusu bu sicaklik araligindaki degerlerde yarim saat sure ile
inkiibasyona tabi tutuldu ve daha sonra bu enzim sizuntisu ile enzim substrat
kompleksi hazirlanarak aktivite tayini yapildi. Enzim aktivitesi tayini yapildiktan
sonra sonuglar % bagil aktivite olarak Sekil 4.17’ de ifade edildi.

70

60

50

40 1

Sicaklik (°C)

0 20 40 60 80 100 120
% Bagil aktivite

Sekil 4.17. Dekstranaz enziminin sicaklik kararlihgi

* Reaksiyon ortami 50°C’de pH.5'te ve 25 dakika inkiibe edilmistir. Sonuglar 3

calismanin ortalamasidir.
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Olgimler sonucunda 30°C, 40°C ve 50°C’ de yarim saat boyunca enzim
aktivitesinde en fazla % 2.5 kayip oldugu gozlenirken, 60°C’ de bu kaybin % 37
oldugu saptandi. 70°C’ de ise % 74’liik bir enzim aktivitesi kaybi gorildi.

4.5.2. Dekstranaz enziminin sicaklik kararlilik siiresi

Paecilomyces lilacinus’ tan Uretilen dekstranaz enziminin 4°C, 20°C, 30°C, 40°C,
50°C, 60°C, 70°C derecelerde koruyabildigi kararlilik derecelerini belirlemek
Uzere, enzim slUzuntusu bu sicakliklarda oncelikle %, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 saat
araliklarinda inkiibasyona birakildi ve slre sonunda enzim sizintileri 50°C’de
pH.5’te ve 25 dakika inklbe edilerek enzim aktiviteleri saptandi ve sonuglar Sekil
4.18’ de verildi. Buna gore ilk 7 saate 4°C, 20°C, 30°C, 40°C’ lerde inklibe edilen
enzim kaynaklari aktivite kaybina ugramazken, 50°C’ de ise 7 saatin sonunda
ancak % 85 e dlisls oldu. 60°C’ de yarim saat inkiibe olan enzimin aktivitesi %
63 e diserken, 1 saat sonunda % 31 oldu. 70°C’ de ise enzim aktivitesinin

korunamadigi goruldu.

Bunun yani sira enzim kaynagi 4°C, 20°C, 30°C, 40°C, 50°C sicakliklarda 1, 2,
3, 4, 5, 6, 7 ve 8 gun inkibasyona birakildi. Bu sure sonunda enzim suzuntuleri
50°C’de pH.5'te ve 25 dakika inkiibe edilerek enzim aktiviteleri saptandi. Sicakla
muamele edilmeyen enzimin aktivitesi 100 kabul edilerek, degisik sicaklik ve
surelerde inkube edilen enzim suzuntulerinin % bagil aktivite degerleri hesaplandi
ve Sekil 4.19’ da gosterildi. Sonugta, 4°C’ de ve 20°C’ de 8 glin sonunda % 2-
4’lUk stabilite kaybi olurken, 30°C ve 40°C’lerde 8 giin sonunda aktivitenin % 85’
e dlstligu gozlendi. 50°C sicaklikta ise enzim aktivitesi 3. giin sonunda % 50’ nin

atina dusta.

92



1/23a;ﬂ

1 sa

2 sa

m70C

me0C

m50C

m40C

o30C

m20C

04cC

3 sa

Zaman (saat)

4 sa

6 sa

7 sa

l.
|.
|.
|.
l.
'.
|_
|.
'.
l.
l.
l.
l.
l.
l.
|.
5sa H
|.
|.
|.
'.
'.
'.
l.
l.
l.

% Bagil aktivite

Sekil 4.18. Dekstranaz enziminin sicaklik kararlilik stresi(1/2 — 7 saat)
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Sekil 4.19. Dekstranaz enziminin sicaklik kararlilik stresi (1-8 glin)

* Reaksiyon ortami 50°C’de pH.5'te ve 25 dakika inkiibe edilmistir. Sonuglar 3

calismanin ortalamasidir.
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4.5.3. Dekstranaz enziminin pH kararhhgi

Dekstranaz enziminin pH kararliiginin saptanmasi amaciyla, enzim suzuntusu
sodyum asetat tamponu ile pH:4, 4.5, 5, 5.5, 6, 6.5, 7, 7.5 ve 8 degerlerine
ayarlandi. 2 saat ve 24 saat surelerinde oda sicakhginda inkibasyona birakildi.
Bu slire sonunda enzim stiziintiileri 50°C’de pH.5'te ve 25 dakika inklibe edilerek
enzim aktiviteleri saptandi. Sekil 4.20’ de verilen sonuglara goére enzimin pH 4’ te

24 saat kalmasiyla % 50’ ye yakin aktivite kaybi oldugu goéruldi

7,5 | o,
6,5 | 1
S 6 | )
55 | "l!*l_l
5 | FI*|+I
45 | — 24 sa
4 | ] " O2sa
0 2‘0 4‘0 6‘0 8‘0 160
% Bagil aktivite

Sekil 4.20. Dekstranaz enziminin pH kararliligi

* Reaksiyon ortami 50°C’de pH.5'te ve 25 dakika inkiibe edilmistir. Sonuglar 3

calismanin ortalamasidir.
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4.6. Paecilomyces lilacinus’ tan Dekstranaz Eldesi igin Alternatif Besiyeri

Ortamlari Denenmesi

4.6.1. Alternatif besiyeri ortami olarak melas kullaniminin dekstranaz

uretimine etkisinin saptanmasi

Paecilomyces lilacinus, temel besiyeri olarak melas ve distile su ortaminda 7 gln

boyunca uretildi, treme, enzim, redUkte seker ve protein degerleri takip edilerek

sonuglar kaydedildi ve dekstranaz uretimi igcin melasin % 20 oraninda ortama

eklenmesiyle 8.58 U/ml enzim Uretimi gerceklestigi gozlendi (Sekil 4.21).

Enzim aktivitesi U/ml

- 12
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L 8 _ O —
EEE
I Dekstranaz 5 E g’
-6 D9 ¢
. g o
— Ureme £ £3
14 | _g o
—A— Red. Sek. o
[ Protein F 2
1 0
10 20
% Melas

Sekil 4.21. Besiyeri olarak degisik oranlarda melas kullaniminin dekstranaz

uretimine etkisi.

*Uretimler 30°C’de,

150 rom hizina ayarli

inkiibatérde 7 gin boyunca

gerceklestirildi. Sonuglar 3 ¢aligsmanin ortalamasidir.
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4.6.2. Alternatif besiyeri ortami olarak pirina kullaniminin dekstranaz

uretimine etkisinin saptanmasi

Bir artik olarak degerlendirilmesi icin besiyeri ortami olarak kullanilan pirinanin
dekstranaz Uretimine etkisinin saptanmasi icin, degigik pirina konsantrasyonlari
distile su ile karistirilarak kullanildi ve en yluksek dekstranaz Uretimini saglayan
konsantrasyonun % 5 oldugu bulundu. Bu besiyerinde 10.38 U/ml dekstranaz
aktivitesi tayin edildi (Sekil 4.22).
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Sekil 4.22. Besiyeri olarak dedisik oranlarda pirina kullaniminin dekstranaz

uretimine etkisi.

*Uretimler 30°C’de, 150 rpm hizina ayarli inkiibatérde 7 giin boyunca

gerceklestirildi. Sonuglar 3 ¢alismanin ortalamasidir.
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4.6.3. Alternatif besiyeri ortami olarak melas ve pirinanin beraber

kullaniminin dekstranaz liretimine etkisinin saptanmasi

Paecilomyces lilacinus’ un besiyeri ortami olarak melas ve pirinanin, ayri ayri
kullanilmasinin ardindan, ikisi karigtirilarak hazirlanan besi ortamlarinda da
enzim Uretimi gergeklestirildi. Uremenin ardindan sonuglar tayin edildi ve Sekil
4.23 te gosterildi. Buna gore, en fazla Uremeyi % 20 melas ve % 20 pirinanin
oldugu ortamda gdsteren Paecilomyces lilacinus, bu artiklarin % 5 er oranda
bulundugu besiyerinde Urediginde 12.58 U/ml ile en ylksek dekstranaz
aktivitesini gosterdi (Sekil 4.23).
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Sekil 4.23. Besiyeri olarak degisik oranlarda melas ve pirinanin birlikte

kullaniminin dekstranaz Uretimine etkisi.

*Uretimler 30°C’de, 150 rpm hizina ayarl inkiibatérde 7 giin boyunca
gerceklestirildi. Sonuglar 3 ¢aligsmanin ortalamasidir.
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4.6.4. Alternatif besiyeri ortami olarak kullanilan artiklara dekstran
eklenmesiyle olusturulan besiyerinin dekstranaz uretimine etkisinin

saptanmasi

Artiklardan hazirlanmig besiyerlerine dekstran eklenmesinin Paecilomyces
lilacinus’'un dekstranaz Uretimine etkisinin saptanmasi igin yapilan bu calisma
sonucunda, % 10 pirina ile hazirlanmis olan ve igerisine % 1 dekstran eklenen
besiyerinde Ureyen fungusun, daha fazla uUredigi goruldl. Ayrica bu besiyerinde

dekstranaz aktivitesinin daha ylksek oldugu tayin edildi ve sonuglar Sekil 4.24’ te

verildi.
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Sekil 4.24. Besiyeri olarak kullanilan melas ve pirina ortamlarina dekstran

eklenmesinin dekstranaz lretimine etkisi.
M: melas, P: pirina, D: dekstran

*Uretimler 30°C’de, 150 rpm hizina ayarli inkiibatérde 7 giin boyunca

gerceklestirildi. Sonuglar 3 ¢alismanin ortalamasidir.
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4.7. Gesitli Maddelerin Dekstranaz Aktivitesine Etkilerinin incelenmesi

Bu calisma i¢cin 5mM konsantrasyonda hazirlanan kimyasallar ile karistirilan
enzimin aktivasyonu / inaktivasyonu incelendi. Sekil 4.26’ya gére HgCl,, enzimi
tam olarak inhibe ederken, CuS0O4.5H,0’ nun aktiviteyi yaklasik olarak % 54’ e
diisirdiigii, K>Cr.O7 nin % 67’ye ve CdCly’'nin de % 76’ ya diisiirdiigi gdzlendi.
Bunun yani sira FeS04.7H,0, BaCl,.2H,0 ve ZnS0O4.7H20'nun enzim aktivitesine
az da olsa etki ettigi saptandi. CaCl,, AgNO3;, MgS0O,4.7H,0, NiSO4 CoCl, ve

FeCly’ nin ise enzim aktivitesine ¢ok fazla bir etkide bulunmadigi géraldu.
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Sekil 4.25. Cesitli maddelerin dekstranaz enzim aktivitesine etkileri

*Enzim eldesi igin tretimler 30°C’de, 150 rom hizina ayarli inkiibatérde 7 giin

boyunca gergeklestirildi. Sonuglar 3 ¢alismanin ortalamasidir.
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4.8. Paecilomyces lilacinus Hiicrelerinin immobilizasyonu ve immobilize

Mikroorganizmadan Dekstranaz Enziminin Uretimi

4.8.1. immobilize ve serbest P. lilacinus hiicreleri ile dekstranaz iiretiminin

kargilastiriimasi

Taslyici olarak kullanilan 3 degdisik materyal, agar, kalsiyum alginat ve singer ile
immobilizasyon gergeklestirildi. Kontrol olarak immobilize edilmeyen hucre ekilmig
kaltur kullanilarak aktiviteler karsilastirildi. Buna gore, agar ve sodyum alginatin,
sungere oranla daha iyi enzim aktivitesi verdigi saptandi. Sonuglar Sekil 4.27° de

gOsterilmektedir.
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% Aktivite
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immobilizasyon tasiyici maddesi

Sekil 4. 26. Agara, kalsiyum alginata ve sungere immobilize edilen hicreler ile

serbest hucrelerin dekstranaz dretiminin karsilastiriimasi.

*Uretimler 30°C’de, 150 rpm hizina ayarl inkiibatérde 7 giin boyunca

gerceklestirildi. Sonuglar 3 ¢calismanin ortalamasidir.
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4.8.2. Agara immobilize edilmis P. lilacinus hiicrelerinin surekli kullanimina

bagl olarak dekstranaz aktivitesindeki degisimin arastiriimasi

Bu c¢alisma icin agara immobilize edilmis hucreler, 1 haftalik eski kultirlerden
alinarak birbiri ardina 6 kez yeni besiyerinde Uretildi ve birinciye gore aktivite
degisimleri saptandi, % aktivite degisimi olarak hesaplandi. Sekilde goruldugu
Uzere, hucreler ikinci dongude, diger dongulere oranla daha ylksek enzim
aktivitesi gosterdi. Besinci ve altinci dongulerde ise aktivite duserek, ilk donginin
% 92’si kadar gozlendi (Sekil.4.28).
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Sekil.4.27. Agara immobilize edilmis P. lilacinus hlcrelerinin alti ddongl boyunca

kullanimina bagli olarak dekstranaz aktivitesindeki degisimin aragtiriimasi

*Uretimler 30°C’ de, 150 rpm hizina ayarll inkiibatérde 7 giin boyunca

gerceklestirildi. Sonuglar 3 ¢alismanin ortalamasidir.
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4.8.3. Kalsiyum alginata immobilize edilmis P. lilacinus hucrelerinin surekli

kullanimina bagh olarak dekstranaz aktivitesindeki degisimin arastiriimasi

immobilizasyonu kalsiyum alginat ile gerceklestirilmis hicrelerin kag déngii
boyunca kullanilabilecegini saptamak amaciyla, ayni hucreler 6 dongu boyunca
dekstranaz aktivitesi agisindan incelendi. Hucreler her dongu sonunda taze
besiyerine ekildi ve ilk besiyerindeki degerlere gore aktivite degisimleri saptandi,

sonuglar % bagdil aktivite olarak Sekil 4.29’ da gdsterildi.
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Sekil 4.28. Kalsiyum alginata immobilize edilmis P. lilacinus hucrelerinin alti

dongu boyunca kullanimina baglh olarak dekstranaz aktivitesindeki degisimin

arastiriimasi

*Uretimler 30°C’ de, 150 rpm hizina ayarli inkiibatérde 7 giin boyunca

gerceklestirildi. Sonuglar 3 calismanin ortalamasidir.
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4.8.4. Poliluiretan siingere immobilize edilmis P. lilacinus hucrelerinin surekli

kullanimina bagh olarak dekstranaz aktivitesindeki degisimin arastiriimasi

P. lilacinus hucreleri polilretan stingere immobilize edildi ve ilk besiyerinde
uremeleri sonucu alinan dekstranaz aktivitesine gore 6 dongu boyunca aktivite
degisimleri kaydedildi. Ayni hucreler, her defasinda 1 haftalik inkibasyon
sonunda alinip taze besiyerlerine ekildi ve bu sekilde gerceklestirilien ¢alisma
sonuglari, Sekil 4.30° da gosterildi. Sunger pargalarina immobilize olmus

hucrelerin, 4. dongulerinde maksimum aktiviteyi gosterdikleri saptandi.
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Sekil 4.29. Polilretan slingere immobilize edilmis P. lilacinus hucrelerinin alti
dongu boyunca kullanimina bagh olarak dekstranaz aktivitesindeki degisimin

arastirilmasi

*Uretimler 30°C’ de, 150 rpm hizina ayarli inkiibatérde 7 giin boyunca

gerceklestirildi. Sonuglar 3 ¢alismanin ortalamasidir.
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4.8.5. immobilize P. lilacinus hiicrelerinin siirekli kullanimina bagh olarak

dekstranaz aktivitesindeki degisimin farkli matrikslerdeki kargilagtiriimasi

Agar, kalsiyum alginat ve politretan stingere tutuklanmis P. lilacinus hucrelerinin
surekli kullanimina bagli olarak gosterdikleri dekstranaz aktivitelerindeki

degisimlerin birbiri ile kargilastiriimasi Sekil 4.31° de gorulmektedir.
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Sekil 4.30. immobilize P. lilacinus hicrelerinin sirekli kullanimina bagh olarak

dekstranaz aktivitesindeki degisimin farkl matrikslerde birbiri ile karsilastiriimasi

*Uretimler 30°C’de, 150 rpm hizina ayarl inkiibatérde 7 giin boyunca

gerceklestirildi. Sonuglar 3 ¢calismanin ortalamasidir.
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5. SONUCLAR VE TARTISMA

Dekstranaz enzimi, endustriyel agidan olduk¢a énemli bir enzim olup, dekstran
polisakkaritini hidrolize eder. Ylksek bitkilerde, memeli dokularinda, funguslar ve
bakterilerde bulundugu gosterilmistir (Khalikova et al., 2005). Dekstranaz
enziminin kullanimi, birka¢c alanda yaygindir. Dental plak, bakteriler tarafindan
olusturulan, tikuruk glikoproteinleri ile yapigskan glukoz polimerlerinden form alan
ve dis ylzeyine yapisan bir ¢esit biyofilmdir. Bu glukan olusumlarini azaltabilmek
veya ustesinden gelmek ise, ticari olarak hazirlanmis enzimlerin kullaniimasi ile
muUmkuin olabilmektedir. Yapilan calismalarda, dis saghgi, agiz bakimi ve
plaklarla ilgili periodontal hastaliklarin tedavisinde, dekstranaz enziminin édnemli
bir yer teskil ettigi gosterilmektedir. Enzim uygulamalarinin dis macunu veya
gargaralarda kullaniminin yani sira, sakiz igeriginde kullanilmasinin da, glukoz
polimerlerinin birikiminin dnlenmesinde etkisi olabilecegi belirtiimistir (Marotta et
al., 2002).

Seker Uretim endustrisine bakildiginda, islemler esnasinda ortamda bulunan ve
cesitli etkileri olan polisakkaritler Uzerine ¢ok sayida arastirmalar yapildigi
bilinmektedir (Cuddihy et al., 2000). Bu polisakkaritler ortamdaki mevcut bitki
materyalinden dolayi var olan veya iglemler sirasinda sonradan olugsmus sekerler
olabilirler. Dekstran, seker iglemlerinde olumsuz tagsima, hava veya depolama
sartlari gibi nedenlerle bozunma olarak adlandirilabilecek sekilde bakteriler
tarafindan olusturulan bir polimerdir. Dekstran olusumu, seker fabrikalarinda bazi
onemli problemlere yol agmaktadir. islemler sirasinda saflik derecesi kontroliinde
karigikliga sebep olmakta, polarizasyon okumalarinda hatalara yol agmaktadir.
Ayrica surup viskozitesi artigi ve sukroz kristalizasyonunun azalmasina neden
olmaktadir. Bunlarin sonucunda da en 6nemli ekonomik etmenlerden biri olan
fabrika kapasitesinin dismesine sebep olmaktadir. Bunlarin yani sira 1si
transferini azaltarak sukroz kaybi yaratmakta ve bozuk sekilli kristal olusumuna
neden olmaktadir. Dekstran olusumu sebebiyle final melasi da daha yuksek
saflikta, daha yapigkan formda ve daha fazla miktarda olmaktadir. Bu da tonlarca
seker kaybi anlamina gelmektedir. Dekstranaz enziminin bu islemler sirasinda
uygulanmasi ile sorunlarin Ustesinden gelinebilmekte ve bu uygulama
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gunumuzde kolaylikla yapilabilmektedir. Tum bu etkileri gz 6nune alindiginda,
seker islemlerinde dekstranaz enziminin kullaniimasi kaginilmaz hale gelmektedir
(Cuddihy et al., 2000).

Dekstran polimerinin kullanildigi bazi polimer sistemlerinde, tip ve biyokimya
alanlarinda da dekstranaz enzimine ihtiya¢ duyulmaktadir (Kosmala et al., 2000;
Sumner et al.,, 2001). Ayrica endokardit tedavisinde, mikroorganizmalarca
olusturulan polisakkaritlerin  yikilabilmesi i¢in, antibiyotiklerle karigtirilan
dekstranaz enzim igerikleri kullaniimaktadir (Mghir et al.,, 1994). Tim bu
endustriyel ve tibbi kullanim alanlari g6z o©onune alinarak, bu ¢alismada
dekstranaz enziminin fungal kaynaklardan eldesi, bazi Uretim kosullarinin

optimize edilmesi ve enzim 6zelliklerinin arastirilmasi uygun bulundu.

Dekstranaz enzimi dretiminin amaclandigi bu galismada, Oncelikle Hacettepe
Universitesi Biyoloji BéIim{ Biyoteknoloji ve Uygulamali Biyoloji Anabilim Dali
kultar koleksiyonunda bulunan 18 adet fungus (Aspergillus niger, Rhizopus sp.,
Alternaria alternata, Trichoderma viride, Trichoderma viride A2, Trichoderma
harzianum D2, Humicola insolens, Phanerochaete chrysosporium, Funalia trogii,
Paecilomyces lilacinus, Fusarium culmorum, Fusarium acuminatum, Fusarium
sp., Penicillium sp., Beauveria bassiana, Ascospheara apis, Gibberella fujikuroi
ve Candida albicans), dekstranaz sentezleyebilme yetenekleri agisindan
kargilastirildi. Bu tarama calismasinda, Beauveria bassiana, Ascospheara apis,
Gibberella fujikuroi ve Candida albicans turlerinin dekstranaz enzimini
sentezleyemedikleri veya c¢ok az miktarda sentezledikleri goruldi. Bunlarin
disindaki diger funguslarda az da olsa dekstranaz enzim aktivitesi bulundu, ancak
Paecilomyces lilacinus’ un go6zle gorulur bir oranda diger funguslardan farkh
olarak ¢ok iyi bir dekstranaz Ureticisi oldugu saptanarak Sekil 4.1 ve Sekil 4.2 de

gOsterildi.

Konu ile ilgili Hattori ve Ishibashi’ nin yaptigi bir calismada, dekstranaz aktivitesi
acisindan taranan 556 fungus susu arasindan, Gibberella fujikuroi’ nin  ve
Humicola sp’ nin ¢ok dusuk miktarda aktivite verdikleri bildirilmistir (Hattori and
Ishibashi, 1981). Sun ve arkadaslari ise, 241 fungus susu ile ¢calismis, bunlar
arasinda 66 Aspergillus niger susundan vyalnizca 12’ sinde, 50 degisik
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Penicillium tarinden yalnizca 11’ inde, 11 adet Trichoderma viride susundan
sadece 2’ sinde dekstranaz aktivitesi tespit etmiglerdir (Sun et al., 1988). Yine bu
calismada, dekstranaz aktivitesi agisindan taranan 12 adet Rhizopus oryzae
arasinda, dekstranaz Uretebilen herhangi bir susa rastlanamamistir (Sun et al.,
1988). Bu konuda yapilan bir calismada bildirilen sonuglara gore, 6 adet
Penicillium tarinden 3’ U dekstranaz uretebilirken, Trichoderma, Fusarium ve 5
adet Aspergillus tirinden higbirinde dekstranaz aktivitesine rastlanmamistir
(Shukla et al., 1989). Bizim ¢calismamizda, elde edilen sonuglardan yola gikilarak
dekstranaz enziminin optimizasyon ve karakterizasyon calismalarina en verimli
fungus olarak saptanan Paecilomyces lilacinus ile devam edildi. Bu fungus,
Hacettepe Universitesi Fen Fakiltesi Biyoloji Boélimi Uygulamali Biyoloji
Anabilim Dal’ nda Prof. Dr. Nevin Keskin tarafindan yurGtlilen projeler
kapsaminda, Turkiye'nin g¢esitli bolgelerinden toplanan toprak drnekleri arasindan
izole edildi ve Prof. Dr. Nevin Keskin’ in izniyle bu ¢alismada kullanildi. Fungusun
identifikasyonu, Ege Universitesi Fen Fakiltesi Biyoloji Bélimi, Temel ve
Endustriyel Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Mikoloji Arastirma Laboratuar’ nda Yrd.
Dog. Dr. Alev Haliki tarafindan gercgeklestirildi.

Dekstranaz enzimi eldesinin ilk basamaginda, ¢esitli kaynaklardan elde edilen ve
bazi dedisiklikler yapilmis olan 3 besiyeri igerigi, maksimum enzim Uretimi
acisindan denendi. Spesifik enzim aktivitesinin baz alindi§i bu c¢alismada,
Paecilomyces lilacinus’ dan dekstranaz dretimi icin en uygun besiyerinin
Pleszczynska ve arkadaslari tarafindan onerilen besiyeri A (Cizelge 3.2) oldugu
saptandi (Pleszczynska et al.,, 1997). Besiyeri C' de Ureyen fungus daha az
spesifik aktivite gosterirken, besiyeri B de en diusuk deger elde edildi (Sekil 4.3).
Kuru agirlik cinsinden hesaplanan Ureme degerlerine bakildiginda ise besiyeri B,
en ¢ok Uremenin goruldugu ortam oldu. Bu sonug, besiyeri B’ nin en zengin
icerikli ortam olmasindan ve funguslarin genel olarak sevdidi bir besin kaynagi
olan pepton icermesinden kaynaklanmaktadir. Bu bulgular sonucunda, bundan
sonraki galismalarda, aksi bildiriimedigi surece temel besiyeri olarak besiyeri A

kullanildi.

Dekstranaz Uretimi icin en uygun fungus ve en elverigli besiyeri saptandiktan
sonra, bu verilerle enzim Uretimindeki fizyolojik kosullarin optimizasyonu yapildi.
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Paecilomyces lilacinus’ un dekstranaz Uretimini etkileyen optimum fizyolojik
kosullarin arastirilmasinda, ilk olarak inkibasyon suresinin etkisi incelendi. Bu
calisma icin temel besiyerine ekilmis olan fungus kdltirleri, 30°C’de ve 150 rpm’
deki inklibasyon suresince 9 giin boyunca takip edildi ve her érnekten uygun sure
sonunda alinan sonuglar, en uygun inklUbasyon suresinin 7 gun oldugunu
gOsterdi (Sekil 4.4). Tsuchiya ve arkadaslarina gore, dekstranaz uretimi boyunca,
aktivite 9. gune kadar yukselmektedir (Tsuchiya et al., 1952). Cesitli Penicillium
tirleri ile yapilan c¢alismalarda ise 5. glnde aktivite olgumleri yapilmistir
(Fukumoto et al., 1971; Kosaric et al., 1973; Shukla et al., 1989). Das ve Dutta’
nin yaptigi calismada ise karbon kaynagi gesidine gore inkibasyon suresi 3 veya
5. gunler olarak bildirilmigtir (Das and Dutta, 1996). Calismada ayni zamanda 7.
glnden sonra fungus biyokitlesinde daha fazla artis olmadigi, hatta ¢ok az da
olsa bir dugus oldugu saptandi. Kosaric ve arkadaslarinin daha once yaptigi
calismalar sonucunda, en iyi dekstranaz aktivitesinin, hucre biyokitlesinde dusus
olmaya basladigi, yani hicre otolizi gergeklesmeye basladigi andan itibaren elde
edildigi bildirilmistir (Kosaric et al., 1973). Bunun yani sira Galvez-Mariscal ve
Lopez-Munguia’ nin yaptigi bir bagska calismada da maksimum biyokitleye
ulasildiktan 4 gun sonra maksimum dekstranaz aktivitesi goéruldugu ifade
edilmistir (Galvez-Mariscal and Lopez-Munguia, 1991). Bunlar da c¢alismamizla
benzerlik gosteren verilerdir. Dolayisiyla dekstranaz eldesi igin optimum
inkibasyon suresi, calisilan fungusa ve kullanilan besi ortamina goére cesitlilik
gosterebilmekle beraber, maksimum hucre yogunluguna ulasilmasinin, enzim

uretimi igin 6Gnemli bir unsur oldugu sdylenebilir.

Paecilomyces lilacinus’ un dekstranaz uUretimini etkileyen fizyolojik sartlar
arasinda, inkubasyon sicakligi dnemli bir gevresel kosuldur. Optimum inkibasyon
sicakhginin saptanmasi igin diger kosullar sabit tutularak 20°C, 25°C, 30°C ve
35°C derecelerdeki farkh sicakliklarda yapilan inkiibasyon sonucunda, optimum
dekstranaz Uretiminin oldugu degerin 30°C oldugu gorilda (Sekil 4.5).
Funguslarin genel Uretim sicakligi da olan bu degder, birgok arastirmaci tarafindan
optimum enzim eldesi i¢in kullaniimigtir (Fukumoto et al., 1971; Hattori et al.,
1981; Madhu and Prabhu, 1984; Shukla et al., 1989). Bu ¢alismada, 20°C, 25°C
ve 30°C sicakliklar arasinda enzim Uretimi agisindan g¢ok buylk bir fark
olmazken, 35°C sicakliktaki inkiibasyon sonunda hem Greme degerinin, hem de
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enzim aktivitesinin diger sicakliklara gore ¢ok dusuk miktarda oldugu gozlendi.
Dolayisiyla, Sekil 4.5’ te de gosterildigi gibi, fungusun, yuksek sicaklik
derecelerine karsi toleransinin, dusuk sicaklik derecelerinden daha az oldugu

saptandi.

Konu ile ilgili Penicillium turleri ile yapilan bir galisma sonucunda da, enzim Uretim
sicakligi igin 25°C ile 28°C arasi sicakhidin kullanildigi bildiriimistir (Kosaric et al.,
1973). Fusarium sp. kullanilarak dekstranaz eldesi amaglanan bir baska
calismada, inklbasyon igin 25°C’ nin kullanildigi bildirilmistir (Shimizu et al.,
1998). Cheng ve arkadaslarinin yaptigi calismada da, 35°C ve (izerindeki
sicakliklarda yapilan inkibasyonda, dekstranaz aktivitesi neredeyse sifir olarak
gosterilmistir (Cheng et al., 1992). 30°C’ den yliksek sicaklik degerleri, termofilik
funguslarla yapilan enzim uretim calismalari icin tercih edilmektedir (Wynter et
al., 1997). Mikroorganizmalar i¢in uygun olmayan dugsuk veya yuksek inkibasyon
sicakliklari, diguk Urin eldesi olarak mikrobiyal metabolizmanin etkilenmesine
sebep olur, bundan dolayi galismalarimiza 30°C inklbasyon kosullari saglanarak

devam edildi.

Bu calismada arastirilan parametrelerden biri olan besiyeri pH degerinin de
Paecilomyces lilacinus Uzerinde dekstranaz uUretimine etkisi oldugu bulundu. pH
degerine bagli dekstranaz Uretimi galismalarinin sonucunda en uygun aralik,
pH:5.5 ile pH:6.0 olarak saptandi. Bu araligin daha Uzerine ¢ikildiginda veya
daha altina inildiginde, dekstranaz uretiminin azaldigr goruldu (Sekil 4.6). pH 4’ te
ve pH 7.0° nin Uzerindeki degerlerde, enzim sentezinde yaklasik olarak yari
yariya bir dugus oldugu bulundu. Fungusun Ureme dedgerleri ise besiyerinin
baslangi¢ pH’ siyla ¢ok degisiklik gostermemekle beraber, pH: 7.0 ve Uzerinde
hafif bir disls gozlendi. Bu tip sistemlerde fungusun, énemli bir ¢evresel kosul
olan pH sartlarindan etkilenmesi beklenen bir durumdur. pH degeri, hem
fungusun Uremesinde, hem de enzim uretiminde etkilidir. Paecilomyces lilacinus’
un dekstranaz uretim mekanizmasi da, ortamin bazik pH’ sindan etkilenmekte
olup, hafif asidik ve notre yakin pH derecelerinde Uretimin arttigi soylenebilir.
Besiyerinin baglangicgtaki pH degeri, mikroorganizmaya bagli bir parametre olup,
Paecilomyces lilacinus ile yapilan bir bagka g¢alismada, benzer sekilde baslangig
pH’ si 6.0 oldugunda maksimum dekstranaz Uretimi gozlenirken (Cheng et al.,
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1992), Aspergillus carneus ile yapilan bir calismada ise baslangi¢c pH degeri 8.5
olarak belirtiimistir (Hiraoka et al., 1972). Penicilium lilacinum ‘dan dekstranaz
elde edilen bir galismada, bizim galismamiza benzer olarak pH 5.6-6.0, en uygun
baslangic pH degeri olarak bulunmustur (Das and Dutta, 1996). Fusarium sp.’
den dekstranaz elde eden Shimizu ve arkadaslarinin kullandi§i besiyeri baslangi¢
pH’ si ise 5.5 olarak bildirilmigtir (Shimizu et al., 1998).

Mikrobiyal hlcrelerden enzim Uretiminde, ¢evresel sartlar 6nemli bir etkendir. pH
ve sicaklik gibi, calkalama hizi da etkili bir gevresel kosuldur. Bu sebeple bir
sonraki optimizasyon c¢alismasi, inkuibasyon sirasindaki calkalama hizinin
optimize edilebilmesi icin yapildi. inkiibatdrde statik kosullarda ve farkli déngusel
calkalama hizlarina ayarlanmis kosullarda gergeklestirilien bu ¢alismada, Greme
degerlerinin ¢ok buyuk degisiklik gostermedigi saptandi. Ancak bunun yaninda
enzim aktivitelerinde onemli farklar oldugu saptandi (Sekil 4.7). Etuvdeki statik
kosullarda Ureyen kultar, 100 rpm ve Uzeri hizlara ayarlanmig etlvlerde Ureyen
kultarlerin yaklasik 1/3’ U kadar (35.26 U/mg protein) enzim aktivitesi gosterdi. 50
rom hizina ayarl etivde Ureyen kultirin ise statik kosuldaki kulturin 2 kati kadar
(70.21 U/mg protein) aktivite goOsterdigi hesaplandi. Bunun yani sira statik
inkibasyon  kosullarinda  Ureyen  Paecilomyces lilacinus,  c¢alkalamal
inkibasyondan farkli olarak, sivi kiltir ortaminin ylizeyinde bir tabaka seklinde
ureme gosterdi. Yapilan bu galisma sonucunda, ¢alkalama hizinin, besiyerindeki
oksijen transferini artirdigindan dolayi, dekstranaz enzimi uretimini de arttirdig,
yani bu iki parametrenin birbiri ile dogru orantili oldugu disunuldd. En iyi sonug
100 rpm hizinda elde edilirken (95.36 U/mg protein), 150 rpm hizinda inkibe
edilen Kkiltirle cok fazla farki olmadigi gérildi. Inkiibasyon esnasindaki
calkalama hizlari olan 100 ve 150 rpm degerlerinde enzim Uretiminin ¢ok buyuk
fark gdstermemesi sebebiyle, laboratuar kosullarina daha uygun oldugundan,
bundan sonraki c¢alismalar 150 rpm c¢alkalama hizina ayarlanmis etlv

kosullarinda devam etti.

inkiibasyon sirasindaki galkalama hizi agisindan literatiirde yer alan degerler,
genel olarak 100, 120, 125, 150, 180 ve 200 rpm olarak bildirilmistir (Abdel-Naby
et al., 1999; Das and Dutta, 1996; Hattori and Ishibashi, 1981; Kosaric et al.,
1973; Lee and Fox, 1985). Penicillium aculeatum ile yapilan bir calismada ise,
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statik olarak Uretilen kultirden dekstranaz uretimi igin, inklUbasyonun ¢ok daha

uzun sureli olmasi gerektigi bulunmustur (Shukla et al., 1989).

Besiyerindeki karbon kaynagi, ¢ogu mikroorganizmanin metabolizmasi igin, bir
maddenin Uretiminde veya herhangi bir mikrobiyal ¢alismada olduk¢a Onem
tasiyan bir parametredir. Calismalarimizda, temel karbon kaynagi olarak dekstran
kullanildi, ancak bundan farkli olarak gesitli karbon kaynaklarinin Paecilomyces
lilacinus’ un dekstranaz Uretimine olan etkisi arastirildi. Fungus icin belirlenmis
olan temel besiyeri igeriginde karbon kaynadi olarak %1’ lik dekstran
bulunmaktaydi. Bunun yerine ortama koyulmus degdisik karbon kaynaklarindan
glukoz, laktoz, nisasta, fruktoz, sukroz ve maltoz igeren besiyerlerinde
Paecilomyces lilacinus Uretildi ve dekstranlh besiyerinde Urediginden daha iyi
ureme gosterdi. Buna ragmen, Sekil 4.9° da goéruldigu gibi dUretim ortaminda
karbon kaynagi olarak bulunmalari durumunda, fungusun ancak eser miktarda
dekstranaz sentezi yapabildigi gozlendi. Bununla ilgili yapilan bir ¢alismada,
karbon kaynagi olarak kullanilan glukoz, laktoz, dekstrin ve nigastanin
kullanimiyla elde edilen aktivitenin, ayni miktarda kullanilan dekstran ile alinan
aktivitenin onda birinden daha az oldugu belirtiimistir (Abdel-Naby et al., 1999).
Yine benzer bir sonucu Cheng ve arkadaslari bildirmigtir, bu ¢alismaya goére
karbon kaynaklarindan dekstranin disinda glukoz, fruktoz, sukroz, maltoz, laktoz
iceren besiyerlerinde Ureyen funguslar, ¢cok az enzim aktivitesi gostermislerdir
(Cheng et al.,, 1992). Garcia ve Rodriguez ise, yaptiklari ¢alisma sonucunda,
besiyerinde denenen karbon kaynaklari arasinda, sadece dekstran
kullanildiginda enzim Uretimi saptandigini bildirmislerdir (Garcia and Rodriguez,
2000). Walker ve arkadaslarinin arastirmalari sonucunda da, karbon
kaynaklarindan dekstranin diginda glukoz, sukroz, maltoz, laktoz, nisasta
denenmis ve dekstranaz Uretiminin ancak dekstranli ortamda gerceklestigi
bildirilmistir (Walker et al., 1980). Bu bulgular sonucunda, dekstran polimerinin,

enzim dretimi i¢in etkili ve gerekli oldugu, hatta indukleyici oldugu sdylenebilir.

Calismamizda, bu karbon kaynaklarinin yani sira, Streptococcus mutans ile
Leuconostoc mesenteroides’ ten elde edilmis ve tam olarak saflastirlmamis 2
farkh dekstran da, temel besiyerinde karbon kaynagi olarak kullanildi. Fungusun
bu dekstranlarla hazirlanmis besiyeri Uzerinde, ticari dekstranazla hazirlanmig
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olana yakin dreme degerleri ve enzim sentezi gergeklestirdigi gortldiu (Sekil 4.9).
Bu konuda yayinlanmig olan bazi makalelere gore, karbon kaynagi olarak degisik
dekstranlar kullanildiginda da enzim aktivitesinde farkliliklar olmaktadir (Tsuru et
al., 1971), hatta dekstranin molekul agirligi arttikga enzim aktivitesinde de artis
oldugu gdsterilmistir (Cheng et al., 1992; Shukla et al., 1989). 1000 kD molekdl
agirhnda olan dekstran, 17.2 kD molekuil agirhginda olan dekstrana oranla % 40
daha fazla enzim Uretimi saglamaktadir (Cheng et al., 1992). Cesitli kaynaklarda,
200.000-40x10° molekiil agirigindaki dekstran tipi  kullaniimistir.  Bizim
calismamizda kullanilan dekstran, 70.000 molekul agirhgindadir. Daha sonraki
calismalarda Paecilomyces lilacinus’ un daha ylksek molekul agirligindaki
dekstran ortaminda Uretilerek dekstranaz Uretimindeki farkllik bulunup, daha

yuksek enzim aktivitesi elde edilebilecegi distunulmektedir.

Maksimum dekstranaz Uretimini saglayan karbon kaynaginin dekstran oldugunun
saptanmasindan sonra, dekstranin farkli konsantrasyonlari, enzim Uretimi igin
arastirildi. Sekil 4.10° da goéruldigu gibi, artan dekstran konsantrasyonlarinda,
kuru agirhik miktarlarinin da artmakta oldugu bulundu. Ancak bu artan Ureme
degerlerine ragmen, fungusun enzim Uretiminde es zamanh bir artis gézlenmedi.
Hatta ortamda % 1’ den daha fazla dekstran oldugunda enzim aktivitesinde az da
olsa bir duslUs kaydedildi. Artan dekstran konsantrasyonlarinda, sivi besiyerinin
viskozitesinin arttigi géz onune alinacak olursa, enzim sentezinin buna baglh bir
dugus gosterdigi dusunulebilir. Clinku ortam yogunlugu yukseldikge, oksijeninin
ortama difuzyonu zorlagir. Ayrica ureme yogunlugundan kaynaklanan metabolik
artiklarin ortamdaki konsantrasyonlarinin artmasi, enzim sentezi agisindan
negatif bir durum yaratmis olabilir. Bunun yani sira substratin fazla olusunun,

inhibitor etki yaratmis olabileceg@i de dusunulebilir.

Bununla ilgili olarak literatlirde, birgok arastirmacinin yaptiklari g¢alismalarda,
bizim c¢alismamizla esdeger olarak, besiyerinde % 1 oraninda dekstran
kullandiklari goralmustiar (Arnold et al., 1998; Bourne et al.,, 1962; Garcia and
Rodriguez, 2000; Koenig and Day, 1988; Lee and Fox, 1985; Shimizu et al.,
1998; Simonson et al., 1975). Buna benzer olarak Pleszczynska ve arkadaslari %
1.5 oraninda dekstran kullandiklarini belirtirken, bazi arastiricilarin da o6zellikle
kati besiyerleri iceriklerinde % 0.5 oraninda dekstran kullanarak dekstranaz
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uretimi gerceklestirdikleri gosterilmistir (Galvez-Mariscal and Lopez-Munguia,
1991; Khalikova et al., 2003; Pleszczynska et al., 1997; Wynter et al., 1997).
Tsuru ve arkadaglari tarafindan yapilan galismada, en iyi dekstranaz aktivitesinin
elde edildigi besiyeri ortami, % 1.5 dekstran ile saglanmig, ancak enzim Uretimi
icin uzun bir sUre¢ gerektiginden ortamin viskozlasmamasi agisindan % 1
dekstran konsantrasyonu kullaniimigtir (Tsuru et al., 1971). Bu sonuglardan farkh
olarak, Abdel-Naby ve arkadaslari, karbon kaynagi konsantrasyonu ile yaptiklari
calisma sonucunda % 3.5 dekstran kullaniimasi ile en yuksek aktiviteyi elde
ettiklerini belirtmislerdir (Abdel-Naby et al., 1999). Calismamizda ayrica, ortamda
dekstran  polimeri  bulunmadiginda, dekstranaz  enzimini  sentezinin
gerceklesmedigi gozlendi. Bu durumda fungusun, ortamdaki diger besin

maddelerini kullanarak ancak ¢ok az miktarda treyebildigi gértldi (Sekil 4.10).

Besiyerindeki azot kaynagdinin dekstranaz Uretimine etkisinin arastiriimasi igin
yapilan galismada, NaNOs;, NH4sNO3; ve (NH4).,SO,4, daha 6nce yapilmis olan
literatlr taramasinda en iyi sonuglari veren azot kaynaklari olarak belirlenmisti.
Bu 3 degisik azot kaynaginin % 0.2 oraninda eklenmesiyle hazirlanmis temel
besiyerlerinde Ureyen fungus, en iyi Ureme degerini (NH4)>.SO4’ 10 besiyerindeki
inkibasyon sonucunda verdi. Buna karsilik, NaNOs ve NHiNOs iceren
besiyerlerindeki Uremenin birbirine yakin, ancak (NH4),SO4’ 10 besiyerine goére
daha az oldugu goéruldl. Enzim Uretimin ise NaNOj; kullanildiginda diger azot
kaynaklarina gore farkll bir gekilde arttigi ve 116.32 U/mg protein degerine
ulastigi goruldi. (NH4)2.SO4’ Un azot kaynagi olarak kullanildigi besiyerinde ise en
yuksek Ureme deg@erinin goértilmesine karsilik en dusik enzim aktivitesi elde edildi
(72.14 U/mg protein).

Literatirde yapilan ¢alismalar incelendiginde, Abdel-Naby ve arkadaslarinin da
degisik azot kaynaklarinin dekstranaz Uretimine etkisini incelemis ve bizim
calismamiza paralel olarak NaNOgj ile maya ekstresinin beraber kullanildigi
ortamda en iyi dekstranaz aktivitesini elde etmis olduklari goriimustir (Abdel-
Naby et al.,, 1999). Yine calismamiza paralel olarak dekstranaz Uretimi igin
kullanilan besiyerlerinde sikhkla kullanilan azot kaynaginin NaNOs; oldugu
saptanmistir (Fukumoto et al., 1971; Garcia and Rodriguez, 2000; Pleszczynska
et al., 1997; Tsuru et al., 1971). Galvez-Mariscal ve Lopez-Munguia ise bizim en
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dusuk dekstranaz aktivitesini elde ettigimiz azot kaynagi olan (NH4).SO, iceren
besiyerini deneylerinde kullanmislardir (Galvez-Mariscal and Lopez-Munguia,
1991). Bir maya olan Lipomyces starkeyi ile dekstranaz uretimi calismalari yapan
Koenig ve Day’ in de (NH4)>,SO4 iceren besiyeri kullandigi bildirilmistir (Koenig
and Day, 1988). Bunlarin yani sira Simonson ve arkadaslari da besiyeri
iceriginde NH4H PO, kullanmiglardir (Simonson et al.,, 1975). Bazi diger
calismalarda ise dekstranaz Uretimi icin organik azot kaynaklarinin da verimli
olarak kullanilabilecegi belirtilip, et pepton, misir maserasyon sivisi, polipepton ile
yuksek aktivite elde edildigi gosterilmistir (Cheng et al., 1992; Hattori et al., 1981;
Tsuru et al, 1971). Besiyerindeki azot kaynagi, mikroorganizmanin
metabolizmasi ile dogrudan ilgili olup, farkh cins ve turlere gore, elde edilecek

aruin tipine gore farkhliklar gosterebilmektedir.

Azot kaynagl ve konsantrasyonu, hucresel metabolizma igin ¢ok 6nemli bir
parametredir. Bu konuda da en uygun azot kaynaginin saptanmasi ve buna bagl
olarak dekstranaz Uretiminde gerekli olan optimum azot konsantrasyonunun
bulunmasi amaciyla yapilan ¢alismalarin sonuglari, Sekil 4.11 ve Sekil 4.12° de
sunuldu. Bu sonuglara gore, azot kaynagi olarak 0.5 g/L konsantrasyondaki
NaNO; (sodyum nitrat) varliginda, dekstranaz spesifik aktivitesinin en yUksek
degere ulastigi goérulda (113.97 U/mg protein). Temel besiyerine eklenen azot
kaynaklarindan en ylksek dekstranaz uretimini saglayan konsantrasyonun 2 g/L
oldugu bulunmasina ragmen, spesifik dekstranaz aktivitesi hesaplandiginda,
protein degeri daha az oldugundan 0.5 g/L konsantrasyondaki azot degerinin,
daha yuksek spesifik enzim aktivitesine sahip oldugu goérutldi. Bununla birlikte
calismamizda en fazla Greme (0.21 g/50ml) 2 g/L konsantrasyonundaki NaNO3

varliginda gozlendi.

Shukla ve arkadaslari da dekstranaz uretimi icin besiyerinde yaptiklari azot
kaynadi optimizasyonu sonucunda NaNOj; konsantrasyonunu 2 g/L olarak
saptamislardir (Shukla et al., 1989). Abdel-Naby ve arkadaslari tarafindan
dekstranaz uretimi igin yapilan g¢alismada da azot kaynagi olarak kullanilan
NaNOgs, 1 g/L konsantrasyonda kullaniimistir (Abdel-Naby et al., 1999). Bunun
yani sira c¢esitli arastiricilarin, 2.0, 50 ve 7.0 g/L gibi degisik
konsantrasyonlardaki azot kaynaklarini igeren besiyerlerinde dekstranaz
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calismalari yaptiklari gorilmustir (Galvez-Mariscal and Lopez-Munguia, 1991;
Garcia and Rodriguez, 2000; Koenig and Day 1988; Pleszczynska et al., 1997;
Tsuru et al.,, 1971). Dolayisiyla, dekstranaz Uretimi igin besiyerinde kullanilan
azot kaynagl konsantrasyonu, cesitli gcalismalarda degisik mikroorganizmalar

arasinda farkhlik gostermektedir.

Paecilomyces lilacinus’ un dekstranaz uretimini etkileyen optimum fizyolojik
kosullar Gzerine yapilan bu incelemelerin ardindan alinan sonuglar 1s1§inda,
enzim uretiminin yalnizca Paecilomyces lilacinus’ un Uremesine bagh olmayip,
besi ortami ve inklibasyon kogsullarinin degismesi ile de baglantili olarak
gerceklestigi goruldu. Paecilomyces lilacinus’ dan dekstranaz uretiminde kultar
sartlarinin optimizasyonu icin yapilan ¢aligsmalardan sonra, reaksiyon ortaminda
enzim aktivitesini etkileyen uygun fizyolojik kosullarin incelenmesi igin de
calismalar yapildi. Calismamizda bu faktorlerden inkibasyon suresi, pH, sicaklik

ve substrat konsantrasyonunun etkileri incelendi.

Bir enzim reaksiyonu s6z konusu oldugunda, reaksiyonun hizi, belirli bir zamanda
olusturulan Grinun miktari ile belirlenir. Reaksiyon ortaminin optimum inkibasyon
suresini saptamak igin enzim ve substrattan olusan ortam, sifirinci dakikadan
itibaren degisen surelerde, sabit sicaklikta inkibe edildi ve S$ekil 4.13" te
goéruldugu gibi 60. dakikaya kadar ortaya c¢ikan redukte seker miktarinda artig
oldu. Dekstranaz enzimi ile yapilan benzer ¢alismalarda kullanilan inkibasyon
sureleri, 10 dakika (Abdel-Naby et al., 1999; Beldarrain et al., 2003; Fukumoto et
al., 1971), 20 dakika (Kosaric et al., 1973; Shukla et al., 1989), 30 dakika
(Pleszczynska et al., 1997; Rogalski et al., 1997), 35 dakika (Walker et al., 1980)
ve 2 saat (Tsuchiya et al., 1952) gibi degerlerle gergeklestiriimis olup, farklihk

gOstermektedir.

Reaksiyon ortaminin inkube edildigi sicaklik derecesi, enzim aktivitesini etkileyen
en oOnemli parametrelerden biridir. Paecilomyces lilacinus dekstranazinin
optimum inkibasyon sicakhgini saptayabilmek igin yapilan bu galismada, 126.78
U/mg protein degeriyle 50°C’ nin maksimum aktivitenin goézlendigi sicaklhk
derecesi oldugu, ancak 40°C’ de de aktivitenin 6nemli bir kayba ugramadigi,
118.27 U/mg protein degerine dustigu bulundu. Sekil 4.14’ te de goruldugu gibi,
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40°C’ nin altinda enzim aktivitesinin yaklasik olarak yariya distigi (66.23 U/mg
protein), 60°C’ nin Uzerinde ise gok azalarak 82.31 U/mg protein degerine indigi
saptandi. Kinetik kurallarina gore, bir reaksiyonun hizi, artan sicaklikla birlikte
artar. Ancak enzimler, protein yapisinda olduklarindan, bu kurala belirli bir dl¢gtide
uyarlar, ¢unkd belirli bir sicakhgin Uzerinde yapilari bozulmaktadir. Belirli bir
derecenin uUzerinde, enzimlerin 1siya bagl olarak denature olma hizi, enzimin
reaksiyon hizi artigindan daha suratli oldugundan, enzimin aktivitesi azalir. Bir
baska deyigle, protein yapisinin bozulacagi sicaklik derecelerinde enzim de

denature olacagindan, aktivite gdozlenemez.

Cesitli kaynaklardan elde edilen dekstranazlarin optimum inktbasyon sicakliklari
cogu arastirmaci tarafindan 40°C olarak belirlenmistir (Abdel-Naby et al., 1999;
Beldarrain et al., 2003; Das and Dutta, 1996; Galvez-Mariscal and Lopez-
Munguia, 1991; Kosaric et al., 1973; Tsuchiya et al., 1952). Bunun yani sira
Walker ve arkadaslarinin 35°C, Bourne ve arkadaslarinin 45-50°C, Sun ve
arkadaslarinin 50-55°C, Lee ve Fox’ un 55°C, termostabil mikroorganizmalarla
calisan Wynter ve arkadaglarinin ise 70°C sicakliklari, optimum inklbasyon
degeri olarak kullandiklari bildirilmistir (Bourne et al., 1962; Lee and Fox, 1985;
Walker et al., 1980; Wynter et al., 1997). Bu sonuglarla beraber, bizim
calismamiza paralel olarak optimum inkiibasyon sicakligini 50°C olarak bildirmis
olan arastirmacilarin sonuglari, bizim verilerimizi desteklemektedir (Fukumoto et
al., 1971; Koenig and Day 1988; Koenig and Day, 1989; Pleszczynska et al.,
1997; Rogalski et al., 1997; Sun et al., 1988). Elde ettigimiz sonugclar, Grettigimiz
dekstranaz enziminin endustriyel kullaniminin mimkdn oldugunu, hatta yuksek
sicaklik derecelerinde rahatlikla uygulanabilecegini gostermektedir. Enzimin en
onemli kullanim sahalarindan biri olan seker fabrikalarinda 50°C sicaklikta
uygulama yapildigr géz onunde bulundurulacak olursa, dusuk sicaklikta islev
goren dekstranazlara kiyasla ¢ok daha genis kullanimi olacadi suphesizdir.
Bulunan sonuglardan yola c¢ikilarak c¢alismanin bundan sonraki kisimlarinda,

inkiibasyon sicakhgi olarak 50°C kullanildi.

Enzimlerin gosterdigi reaksiyon hizlari, farkh hidrojen iyonu konsantrasyonuna
gore degismektedir. Dolayisiyla enzimler, farkh pH degerlerinde farkl aktiviteler
gOsterebilmektedirler. Enzimin en fazla aktivite gosterdigi pH degeri, o enzimin
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optimum pH’ siI olarak bilinir. Dekstranaz enzimi igin optimum pH degerini
saptamak amaciyla pH 4.0 ile pH 7.0 arasinda yarim derecelik artisla degisen pH
degerlerinde enzim aktivitesi olguldu. Sekil 4.15° te verildigi gibi, pH 5.0 in altina
inildiginde enzim aktivitesinin sert bir disus gosterdigi gézlendi. pH 5.0, en fazla
aktivitenin gézlendigi optimum pH dederi olarak saptanirken spesifik enzim
aktivitesi183,2 U/mg protein olarak olguldi. Bunun Uzerindeki pH degerlerinde ise
cok sert olmamakla birlikte, enzim aktivitesi ¢izgisinde bir azalma goéruldu.
Goldstein-Lifschitz ve Bauer, elde ettikleri dekstranazin, optimum pH’ sinin 5.5
oldugunu belirtmisler, ayrica asidik pH’ larda hizli aktivite dususu oldugunu
kaydetmislerdir (Goldstein-Lifschitz and Bauer, 1976). Buna benzer olarak farkh
arastiricilar tarafindan yapilan galismalara gore, gesitli kaynaklardan elde edilmis
dekstranaz enziminin optimum pH degeri, 4.5 ile 5.5 deger araliginda
degismektedir (Abdel-Naby et al., 1999; Arnold et al., 1998; Bourne et al., 1962;
Galvez-Mariscal and Lopez-Munguia, 1991; Sun et al., 1988; Tsuchiya et al.,
1952; Wynter et al., 1997). Bu veriler de bizim ¢alisma sonuglarimizla benzerlik

gOstermektedir.

Paecilomyces lilacinus dekstranazinin pH 4.5 ve altindaki degerlerde aktivite
kaybina ugramasinin nedeni, stabilitesini kaybetmesi olabilir. Sekil 4.15 te
verilmis olan sonuglar degerlendirildiginde, pH 4.5 in altinda disen aktivitenin,
aktif merkezdeki bir degisimden kaynaklandi§i dustnulebilir. Lee ve Fox, bu
konudaki calismalarinda, pH kaynakh aktivite kaybinin, bazi aktif bolgelerin
birlesmesinden veya ayrilmasindan dolayi olugan katalitik aktivitedeki azalma ile
sonuglaniyor olabilecegini belirtmiglerdir (Lee and Fox, 1985). Optimum pH
degerinden uzaklastikga aktivitenin dusmesinin sebebi, enzim yapisinin
bozulmasi veya enzimin inaktif forma gelmesidir. Alinan sonuglar dahilinde,
calismamizda elde ettigimiz Paecilomyces lilacinus dekstranazinin en fazla
aktiviteyi gosterdigi pH degerinin, yani bu enzimin optimum pH’ sinin 5 oldugu
saptandi ve bundan sonraki asamalarda reaksiyon ortaminda bu pH degeri
kullanildi (Sekil 4.15).

Enzim  aktivitesini etkileyen fizyolojik kosullardan biri de  substrat
konsantrasyonudur. Bu ¢aligmada reaksiyon ortamindaki substrat olan dekstran
konsantrasyonunun dekstranaz aktivitesine etkisini inceleyebilmek icin kurulan
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deneyde artan degerlerde % 0.5 ile % 8 arasinda degisen konsantrasyonlar
kullanildi ve % 4 konsantrasyonun uygun substrat miktari oldugu goruldu. Ancak
% 2 ile % 4 substrat konsantrasyonunda elde edilen enzim spesifik aktiviteleri
arasinda c¢ok fark olmamasi (sirasiyla 175.304 U/mg protein ve 193.23 U/mg
protein), daha ekonomik ve endustriyel anlamda daha kullanilabilir bir miktar
olmasindan dolay! deneylere % 2’ lik dekstran konsantrasyonu ile devam edildi
(Sekil 4.16). Bu konuda yapilan c¢alismalar incelendiginde, Pleszczynska ve
arkadaslarinin da bizim g¢alismamizla ayni konsantrasyonda % 2 substrat
kullandigi goéruldi (Pleszczynska et al., 1997). Bundan farkli olarak bazi bilim
adamlari da calismalarinda % 2.5 konsantrasyondaki dekstrani substrat olarak
kullandiklarini bildirmiglerdir (Beldarrain et al., 2003; Galvez-Mariscal and Lopez-
Munguia, 1991; Kosaric et al., 1973).

Substrat konsantrasyonu ile enzimatik tepkime hizi, belirli bir noktaya kadar
dogru orantili olarak artmaktadir. Normal sartlarda reaksiyon ortaminda substrat
konsantrasyonu belirli bir noktaya ulastiginda reaksiyon yavaslar veya sabit kalir.
Yavaglama, substratin reaksiyonu inhibe edici etkisinden dolayidir. Dekstranin
substrat olarak kullanildigi ortamlarda bu etkinin viskozite artigindan da
kaynaklaniyor olabilecegdi belirtiimistir (Pleszczynska et al., 1997). Bu ¢alismada,
substratin inhibe edici bir etkisine rastlanmadi, ancak % 4 substrat
konsantrasyonunun Ustunde, reaksiyon hizinin sabit bir noktaya ulasmaya
bagladigi goraldu. Bunun sebebi, ortamda bulunan belirli miktardaki enzimin,
belirli bir miktardaki substratla birlesebilme kapasitesi olmasidir. Bir reaksiyon
ortaminda belirli miktarda bulunan enzim, enzim-substrat kompleksi olugturmak
Uzere, surekli olarak calisir. Enzim serbest kaldik¢a, yeni bir substrat molekulu ile
kargilagir, ancak ortamda belli bir dizeyin Uzerinde substrat olursa, enzimin
serbest kalma suresi kisalir, hatta enzim hi¢ bos durmadan surekli ¢alisir. Bu
durumda substratin daha fazla artirilmasi, enzimin aktivitesinde bir artis
saglamaz. Sekil 4.16’ da goéruldugu gibi, bu calismamizda % 4’ ten sonra enzim

dekstrana doygun hale gelir.

Enzimlerin ticari olarak kullanimlarinin mimkun olabilmesi icin, kullanim amacina
ve yerine uygun olarak belirli sicaklik ve pH derecelerinde kararhliklarini
koruyabilmeleri donemlidir. Endustriyel sureclerde, kararlihigin onemi buyuk olup,
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kullanilacak enzimin islem suresince Ozelliklerini kaybetmemesi gerekmektedir.
Paecilomyces lilacinus dekstranazinin belirli sicaklik ve pH degerlerindeki
kararhligini saptamak, calismamizin diger bir amaci oldugundan, bu amaca
yonelik olarak yaptigimiz calismalarda, dekstranaz enziminin sicaklik kararlihgi,

sicaklik kararhlik suresi ve pH kararliligi arastirildi.

Endustriyel acidan en Onemli parametrelerden biri olan enzimin sicaklik
kararlihdini saptamak amaciyla, buzdolabi sicakligi olan 4°C, oda sicakhgi kabul
edilen 20°C ve bundan sonra 10°C artan degerlerdeki sicakliklarda hazirlanmig
olan su banyolarinda yarim saatlik inkiibasyon gergeklestirildi. ilk yarim saatlik
slire sonunda, 4°C, 20°C, 30°C, 40°C ve 50°C’ deki enzimlerde aktivite kaybinin
% 2'den fazla olmadigi gézlendi (Sekil 4.17). 60°C’ deki enzim 6rnegi % 37’lik bir
aktivite kaybina ugrarken, 70°C’ deki enzim 6rnegdinin % 74’ lUk disisle enzim
aktivitesini kaybettigi Sekil 4.17" te gosterildi. Bunun ardindan elde ettigimiz
Paecilomyces lilacinus dekstranazinin ne kadar sure ile kararlihgini
koruyabilecegini saptamak Uzere, Oncelikle 7 saat boyunca, her saat basinda
enzim aktivitesi 6lguldii. Bunun sonucunda, 4°C, 20°C, 30°C, 40°C’ lerde inkiibe
edilen enzim o6rneklerinde en fazla % 1’lik aktivite kaybi oldugu, 50°C’ deki
ornekte ise 7.saatin sonunda en fazla % 4 kayip oldugu goézlendi (Sekil 4.18).
60°C’ deki enzim 6rnegi ise 1 saatin sonunda % 50’ den fazla aktivite kaybina
ugradi (Sekil 4.18).

Calismanin bundan sonraki kisminda, enzim orneklerinin inkiibasyonuna devam
edilerek 8 gun boyunca, gunlik enzim aktiviteleri 6lgctldd. Buna gore Sekil 4.19’
da gosterildigi gibi, 8. giin sonunda, 4°C ‘de inkiibe edilen 6rnekte ancak % 4
aktivite kaybi, 20°C ‘de inklibe edilen 6rnekte % 7 aktivite kaybi, 30°C ‘deki
ornekte % 14 aktivite kaybi ve 40°C ‘deki 6rnekte % 17 aktivite kaybi oldugu
saptandi. Yaptiklari bir calismada Madhu ve Prabhu, Penicillium aculeatunm’ dan
40°C de 18 saat stabil kalabilen dekstranaz elde edebilmislerdir (Madhu and
Prabhu, 1984). Calismamizda, 50°C ‘de inkiibe edilen érnekte 3. giin sonunda %
58 aktivite kaybi gercgeklesti (Sekil 4.19). Kosaric ve arkadagslarinin Penicillium
kilturlerinden elde ettikleri dekstranazin 35°C’ de ancak 24 saat aktif oldugu,
50°C’ nin Gzerinde inaktif hale geldigi bildirilmistir (Kosaric et al., 1973). Madhu ve
Prabhu bir baska galismalarinda, enzimlerinin 50°C nin (izerinde 1 saat inklbe
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edildiginde ancak % 40 aktivitenin korunabildigini gostermistir (Madhu and
Prabhu, 1985). Koenig ve Day, Lypomyces starkeyi dekstranazinin 60°C’ de 5
dakika iginde inaktif hale geldigini bildirmislerdir (Koenig and Day, 1989). Bununla
birlikte literatirde yer alan 3 ayr calisma sonunda, elde edilen dekstranaz
enzimlerinin 50°C’ de 15 dakikanin lzerinde inkiibasyonu sonunda inaktif hale
geldikleri bildirilmistir (Fukumoto et al., 1971; Hiraoka et al., 1972; Khalikova et
al., 2003). Enzim aktiviteleri bizim g¢alismamizda elde ettigimiz dekstranaz
aktivitesine (196.23 U/mg protein) gore zaten dusik olan bu ¢alismalarda (38,2 —
107 U/mg protein arasinda) stabilitenin de bizim ¢calismamizdaki sonuglara goére

daha az oldugu soylenebilir.

Bu sonuglara gore g¢alismamizda elde edilen dekstranaz enziminin, literatirdeki
pek c¢ok veriye gbre daha kararlh oldugu ve endustriyel surecglerdeki
kullanilabilirligi agisindan, 50°C’ deki iglemlerde dahi, uygulanabilir oldugu
dusunulebilir. Sekil 4.17, 4.18, 4.19’ da gosterildigi gibi, elde ettigimiz dekstranaz
enzimi, buzdolabinda veya oda sicakliginda saklanmasi halinde de aktivitesini
uzun sure koruyabilmektedir. Enzimler protein yapisinda olduklarindan, c¢ok
yuksek termal kararlilik saglamak her zaman mumkun olmamaktadir. Bununla
birlikte, termostabil bakteriler olan Thermoanaerobacter lerden elde edilen
dekstranazin 75°C’ de ancak 6.5 saat sonunda yari aktivite kaybina ugradigi
bildirilmistir (Wynter et al., 1997). Ancak bu bakterilerden elde edilen
dekstranazin da aktivitesi olduk¢a dusik olup maksimum aktivitesi 10 U/mg

olarak bildirilmigtir.

Calismamizda, Paecilomyces lilacinus dekstranazinin sicakhk kararliiginin yani
sira pH kararlligi da incelendi ve sonuglar Sekil 4.20° de gosterildi. Buna gore,
pH 4 ve pH 8 arasindaki degerlerde 2 saatlik inkibasyon sonunda enzimin
aktivitesinde buUyUk bir degisiklik olmadigi, pH 4-4.5 dederlerinde % 86-87
aktivitenin korundugu gézlendi. Bunun Uzerindeki degerlerde en fazla % 4’ luk
aktivite kaybi oldu. 24 saatlik inkibasyon sonrasinda, pH 4’ te % 55 aktivite
korunurken, pH 4.5’ ta yaklasik % 80 aktivite korunabildi. Bunun Gzerindeki pH
degerlerinde en fazla % 5 aktivite kaybi gézlendi. Buna gore enzim, bazik pH

degerlerinde, asidik pH degerlerine gore daha kararlidir.
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Konu ile ilgili yapilmis g¢alismalar incelendiginde, Das ve Dutta’ nin kararhlik
araligini pH 4.8-9.0 olarak (Das and Dutta, 1996), Koenig ve Day ‘in pH 2.5-6.0
olarak saptadigi (Koenig and Day, 1989) goruldu. Bunlarin yani sira, Khalikova
ve arkadaslari tarafindan bildirilen kararlihk arahgi pH 6.5-7.8 olup, bu degerlerin
disinda 15 dakika icinde enzim aktivitesini kaybetmektedir (Khalikova et al.,
2003). Yine bir bagka calismada pH kararhlik arahgi 5-5.5 olarak verilmis, pH 7’
de % 50 aktivitenin kaybedildigi bildirilmistir (Kosaric et al., 1973). Lee ve Fox’ un
yaptiklari ¢calismada dekstranaz enziminin pH kararhligi 4.5’ ta sabit kalirken pH
4’ te sadece % 5 aktivitenin korunabilmis oldugu, pH 6.5’ ta ise % 50 aktivitenin
kaldig1 gosterilmistir (Lee and Fox, 1985). Arnold ve arkadaslarinin yaptigi
¢alismada sonunda, elde edilen dekstranazin pH 4.5-5.5 arasinda kararli oldugu,
bunun Ust ve alt de@erlerinde aktivitenin kayboldugu gdsterilmistir (Arnold et al.,
1998). Enzim kararhilidi ile ilgili tim bu veriler g6z énlne alindiginda, ¢alismamiz
sonucunda buldugumuz genis pH araligimiz, degerlerin bazilariyla uyum
saglamakla birlikte, bir gogundan da daha genistir. Dolayisiyla, elde ettigimiz
enzimin ticari uygulamalarda kullanilacagi g6z 6nune alinacak olursa, tercih

edilebilir 6zellikte oldugu agiktir.

Paecilomyces lilacinus’ tan dekstranaz eldesinde, besi ortami optimize edilmis ve
uygun uretim ortami saptanmisti. Ancak bilindigi gibi pek ¢ok endustriyel
hammaddenin islenmesiyle birlikte, oldukg¢a fazla miktarda artik madde ortaya
cikmakta, hatta artan miktarlari olumsuz gevre sartlarinin yaratilmasinda onemli
rol oynamaktadir. Bu arttk maddelerin bir anlamda geri donusumlerinin
saglanmasi amaciyla, c¢alismamizda besi ortamlari olarak kullanilabilirligi

arastirildi.

Calismada kullanilan artiklardan biri olan melas, seker fabrikasi artitk maddesi
olup, Paecilomyces lilacinus’ un temel besiyeri ortami olarak kullanildi. Sadece
melas ve sudan olusan bu besiyerinde, sentetik ortamlara gore ¢ok daha az
enzim aktivitesi gozlendi. Artan melas konsantrasyonlarinda ise enzim
aktivitesinde bir miktar artis oldugu goruldi (Sekil 4.21). Ancak % 20
konsantrasyondaki melastan olusmus besi ortaminda viskozite arttigindan,
kultirasyonda zorluk yasandi. Literatlre bakildiginda melasin besi ortami olarak
kullanildigi ¢esitli calismalara rastlandi. Bunlardan bazilari, bizim c¢alismamiza
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benzer olarak, Urikaz (Lotfy, 2008), glukoamilaz (Kumar and Satyanarayana,
2007), alfa amilaz (Eggleston et al., 2008) gibi cesitli alanlarda kullanilan

endustriyel enzimlerin Uretim ¢aligmalaridir.

Zeytin fabrikasi atigi olan pirina, bu calisma kapsaminda kullanilan diger besi
ortamiydi. Sadece pirina ve sudan olusan besiyerinde Uretilen fungusun, yine
sentetik ortamlara gore ¢ok az miktarda dekstranaz sentezleyebildigi goruldu
(Sekil 4.22). Zeytin kispesi olarak da bilinen pirina; su, zeytin kabugu, etsi
kisimlar ve zeytinyagi gibi zengin igeriginden dolayi, sekerler, proteinler, yag
asitleri, polialkoller, polifenoller ve diger pigmentleri de yapisinda bulundurmasi
sebebiyle (Tsantila et al., 2007), bazi c¢alismalarda besi ortami olarak
kullaniimigtir ve literatirde bu bakimdan yer aldigi goériimektedir (Fadiloglu et al.,
2003; Haddadin et al., 2002).

Bu calismalarin yani sira, bu iki endustri atiginin birlestiriimesi ile alternatif bir
besi ortami daha hazirlandi, ancak bu karigsik ortamda Ureyen fungusun
dekstranaz sentezinde gozle gorilir bir artis saptanmadi (Sekil 4.23). Bu sonug,
dekstranaz sentezi icin ortamda olmasi gereken ve enzim Uretimini indukledigi
dusunulen dekstran polimerinin eksikligi ile iligkilendirildi. Bundan yola ¢ikilarak
melas ve pirina ortamlarina dekstran eklenerek kiltirasyon gergeklestirildi. Sekil
4.23’ te enzim uretiminin pirina ve dekstran icerikli besiyerinde daha yuksek
oldugu gorulurken (36.18 U/ml), dekstransiz pirina besiyerine gore enzim Uretimi
5 kat artti. Ancak dekstran eklenmesiyle artan enzim miktarinin, yine de sentetik
besiyeriyle elde edilen miktara goére dusuk kaldigi saptandi. Dolayisiyla, oldukga
zengin besin iceriklerine ragmen pirina ve melas artik maddelerinin dekstranaz
uretimi igin besi ortami olarak kullanimlarinin ¢ok elverigli olmadigina karar

verildi.

Enzimler, iginde bulunduklari ortamin sartlarina gore degisik sekilde aktivite
gOsterebilirler. Bu durum da enzimin aktivasyonu veya inaktivasyonu seklinde
gozlenmektedir. Bu calismada, enzim aktivasyonu veya inhibisyonuna yol
actiklari bilinen bazi metal iyonlarinin, Paecilomyces lilacinus dekstranazina olan
etkileri incelendi. Bunun icin elde edilen dekstranaz enzimine Oncelikle protein
¢cozeltilerinin konsantre edilmesinde kullanilan yontemlerden biri olan diyaliz
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uygulandi. Literature bakildiginda, bazi arastirmacilarin da dekstranaz enziminin
uretildigi kaltur supernatanina diyaliz uygulayarak galigsmalarina bu sekilde devam
ettikleri goruldu (Walker et al., 1980; Wynter et al., 1997). Sekil 4.25’ te goruldugu
gibi, diyaliz sonunda enzimin aktivitesinin 1.7 kat arttigi saptandi. Her biri 5 mM
konsantrasyondaki metal iyonlarinin elde edilen bu diyalize dekstranaza etkileri
arastirnildiginda, CaCl,, AgNO3 MgS04.7H0, NiSO4, CoCl, ve FeCly' nin enzim
aktivitesine dikkate alinacak bir etki yapmadiklari goéruldid. Bu maddeler
aktivitenin en fazla % 4 artmasina veya azalmasina sebep oldular (Sekil 4.26). Bu
konuda yapilmis aktivasyon ve inaktivasyon calismalari incelendiginde, AgNO3’
un cesitli konsantrasyonlarda dekstranaz aktivitesini inhibe ettigi gorulmastur
(Das and Dutta, 1996; Kosaric et al., 1973; Shimizu et al., 1998; Sun et al., 1988).
Bizim elde ettigimiz enzimin AgNO; varliginda inaktive olmamasi, enzim
Ozellikleri acisindan olumludur. CaCly’ nin diger ¢alismalardaki etkisi incelendi,
1mM konsantrasyonda fazla etkisi olmadigi, ancak 13.9 mM konsantrasyonda
enzim aktivitesini % 48’ e dusurdugu goruldi (Hattori et al., 1981; Koenig and
Day, 1989). Yapilan c¢alismalarda, 6mM, 10mM, 15mM konsantrasyonlardaki
MgS0O4.7H,O’ nun dekstranaz aktivitelerini sirasiyla % 93.5, % 80.6, % 66’ ya
dusurdugu bildirilmigtir (Koenig and Day, 1989; Kosaric et al., 1973; Madhu and
Prabhu, 1984). NiSO4 Un ise 6 mM konsantrasyonda % 100’ IUk enzim
aktivitesini % 77.8’ e dusurdugu gosterilmistir (Madhu and Prabhu, 1984). Ayni
arastiricilarin dekstranaz aktivitesi, 6mM ‘ik CoCly” muamelesi ile % 100’ den %
61" e dugmustur (Madhu and Prabhu, 1984). Yapilan bir baska ¢alismada CoCly’
nin 1.1mM konsantrasyonda bile dekstranaz aktivitesini %100’ den % 60’a
dusurdugu bildiriimistir (Koenig and Day, 1989). Ancak bunlarin yani sira bir
baska kaynaktan elde edilen dekstranazin, 1mM konsantrasyondaki CoCl,’ den
enzim aktivitesi etkilenmeden kaldigi yapilan galismada gosterilmigtir (Hattori et
al., 1981). FeCly, dekstranaz inaktivasyonu icin kullanildiginda 1mM
konsantrasyonda etki etmezken, 10mM konsantrasyonda enzim aktivitesini
%72.6 degerine indirmistir (Hattori et al., 1981; Kosaric et al., 1973).

Literatir sonuglariyla karsilastirildiginda, elde etmis oldugumuz dekstranazin,
diger bulgularda saptanan sonuglarla benzer dizeyde inaktive oldugu veya bu
metal iyonlarina karsi daha dayanikli oldugu goéruldi. Calismamizda elde
ettigimiz enzime az da olsa etki eden diger maddeler, FeS0,4.7H,0, BaCl,.2H,0
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ve ZnS04.7H,0 olarak saptandi ve bunlarin enzim aktivitesini diisik bir miktar da
olsa inaktive ettigi goruldu (Sekil 4.26). Bu iyonlarin varliginda, diyalize
enzimimizin aktivitesinde % 9-13 arasinda degisen degerlerde azalma oldugu
gOzlendi. Literatire bakildiginda, 1-6 mM’ lik konsantrasyonlardaki FeSO, Un
6mM ve 20mM konsantrasyonlarda ,dekstranaz aktivitesini sirasiyla % 85 ile %
42.3" e dusurerek inaktive edebildigi goruldu (Fukumoto et al., 1971; Madhu and
Prabhu, 1984). BaCl,’ nin ise 5mM, 11mM ve 20mM’ lk konsantrasyonlarda,
enzim aktivitesini sirasiyla % 80, % 51 ve 73’ e dusurdugu bildirilmigtir (Das and
Dutta, 1996; Koenig and Day, 1989; Shimizu et al., 1998). ZnSO,’ (n dekstranaz
inaktivasyonu ile ilgili sonuglarda da, 0.12mM, 1.24mM, 6mM, 7mM’ [k
konsantrasyonlarda sirasiyla % 52, % 8, % 19.4 ve % 50 enzim aktivitesi kaldigi
bildirilmistir (Arnold et al., 1998; Koenig and Day, 1989; Madhu and Prabhu,
1984). Sonuglara goére bu 3 metal iyonunun bizim enzimimize yaptigi etki, diger

bulgularla ayni veya daha azdrr.

Calismamizda bunlardan bagka CuSO4.5H,0O’ nun enzim aktivitesini yaklasik
olarak % 54 e disirdigl, K2Cr.O7 nin % 67’ ye ve CdClynin de % 76 ya
disirdigi gézlendi (Sekil 4.26). incelenen bazi yayinlarda, 0.1 ve 6mM arasinda
degisen konsantrasyonlarda CuSO,’ Un aktiviteyi tamamen yok ettigi bildirilirken
(Hattori et al., 1981; Koenig and Day, 1989; Madhu and Prabhu, 1984; Madhu
and Prabhu, 1985), Shimizu ve arkadaslari, 5mM konsantrasyonda % 30 aktivite
kaldigini bildirmislerdir (Shimizu et al., 1998). Das ve Dutta’ nin yayinladigi
sonuglara goére ise 20mM konsantrasyonda dahi % 77’ ye dustigu bildirilmigtir
(Das and Dutta, 1996). Bundan baska, K,Cr,O; nin 1 mM Ik dusiik
konsantrasyonunun enzime etkisinin olmadigi belirtilmistir (Hattori et al., 1981).
CdCl, de bizim calismamizda enzim aktivitesini inhibe eden maddelerden biridir.
Bununla ilgi olarak Koenig ve Day, yaptiklari ¢alismada CdCl, nin 1.39mM
konsantrasyonunda dahi enzim aktivitesinin % 20’ ye dustugunu gostermiglerdir
(Koenig and Day, 1989). Bu bulgularla birlikte, enzime en fazla etkiyi yapan metal
iyonunun, enzim aktivitesini neredeyse 0’ a indiren HgCl, oldugu bulundu.
LiteratUr arastirmasi sonucunda, bulunan batin yayinlarda aktiviteyi neredeyse
tamamen yok eden benzer sonuglarin alindigi goéruldu (Das and Dutta, 1996;
Fukumoto et al., 1971; Hattori et al., 1981; Hiraoka et al., 1972; Koenig and Day,
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1989; Kosaric et al., 1973; Madhu and Prabhu, 1984; Madhu and Prabhu, 1985;
Shimizu et al., 1998; Sun et al., 1988).

Bu sonuglarin 1s1ginda, Paecilomyces lilacinus’ tan elde ettigimiz diyaliz edilmis
dekstranazin, sadece HgCl, ile muamele edildiginde aktivitesini tamamen
kaybettigi sOylenebilir. Bunun yani sira aktivitenin, CuSO,4 varliginda aktivite yitimi
olarak kabul edilen % 50’ ye tam olarak inmemis olsa da, % 54’ indigi, bunun
disindaki hi¢bir madde ile aktivitesini kaybetmedigi gosterildi (Sekil 4.26).
Dolayisiyla enzim aktivitesinin ¢esitli durumlarda kimyasallar ve metal iyonlariyla
muameleleri sonucu kolayca yitirimemesi onemli bir Ozellik olup, elde etmis
oldugumuz dekstranaz enziminin diger enzimlere kiyasla daha tercih edilebilir bir

formda oldugu agiktir.

Cesitli  biyoteknolojik iglemlerde, mikrobiyal urlnlerin degisik matrikslere
immobilize edilen mikrobiyal hucrelerden eldesi, vyillardir bilinmekte ve
uygulanmaktadir. Endustriyel enzimler séz konusu oldugunda, enzimlerin
immobilize edilmesi mumkin oldugu gibi, mikroorganizmal hucrelerin
immobilizasyonuyla enzim elde edilmesi de, uygulanmakta olan biyoteknolojik
islemler arasinda yer almaktadir. Hlcre immobilizasyonu ile saglanabilen kitle
transferi, Grindn hicreden kolayca ayrilabilmesi, tUrlin veriminin arttirimasi ve
hucrelerin tekrar kullaniminin saglanmasi, maliyetin dusurulebilmesi ve iglemin
tercih edilmesini saglamaktadir. Ozellikle son vyillarda, enzim Uretimiyle ilgili
immobilize mikrobiyal hucrelerin  kullanildigi ¢ok sayida c¢alisma yapildigi
bildirilmistir (Akacha et al., 2007; Anisha and Prema, 2008; Burhan et al., 2007;
Kapoor et al., 2008; Krastanov et al., 2006; Tamalampudi et al., 2008). Biz de
calismamizin bu kisminda, Paecilomyces lilacinus’ tan dekstranaz elde etmek
uzere fungus hucrelerini gesitli matrikslere immobilize etme yollarini arastirdik. Bu
calismada taslyici matriks olarak agar, kalsiyum alginat ve polilGretan stnger
kullanildi.  Literature baktigimizda, bu materyallerin siklikla kullanilan
immobilizasyon matriksleri oldugu goéruldi (Akhtar et al., 2008; Aleksieva et al.,
2003; Anisha and Prema, 2008; Dobreva et al., 1996; Karakog, 2004; Kumar and
Satyanarayana, 2006; Parameswarappa et al., 2008; Zhang et al., 2007).
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Calismanin bu asamasinda oncelikle serbest hiicre ile immobilize haldeki
hdcrelerin enzim aktiviteleri kargilastirildi ve Sekil 4.27° de gosterildi. Buna gore,
kontrol olarak kullanilan serbest hucreler ile agar ve kalsiyum alginata immobilize
haldeki hlcreler arasinda ¢ok énemli bir aktivite farki gdzlenmedi. Buna karsilik,
polilretan sungere immobilize edilen hucrelerle gercgeklestirilen inkUbasyon
sonrasinda alinan sonugta, serbest hicreye gore yaklasik % 20 daha dusuk
enzim Uretimi oldugu saptandi. Hemachander ve arkadaslari, agar ve alginata
immobilize hucrelerle gergeklestirdikleri lipaz Uretimi ¢alismasinda, agara
immobilize hucrelerle Uretimin oldukga dusuk gozlendigini belirtmiglerdir
(Hemachander et al., 2001). Bizim galismamizda kalsiyum alginata immobilize
hdcrelerin 6 dongu sonunda yaklasik % 100’ Uk aktivitesini korurken, agara
immobilize hlcrelerle Uretimde az da olsa bir aktivite kayb1 gézlendi (Sekil 4.27).
Parameswarappa ve arkadaslari, kalsiyum alginatin, agara gore daha dayanikl
oldugunu belirmiglerdir (Parameswarappa et al., 2008). Bu c¢alismaya goére,
kalsiyum alginata tutuklanmig hicrelerin boncuk stabilitesi, agara kiyaslandiginda
daha iyidir. Kalsiyum alginata immobilize haldeki hlcrelerin stabilite ve islevi,
agara immobilize hicrelere kiyasla yaklasik 1.2 kat daha fazladir. Dolayisiyla bu

bulgular, bizim ¢calismamizda elde ettigimiz sonuglara benzerlik gostermektedir.

Nighojkar ve arkadaslari, poligalakturonaz Uretiminde kalsiyum alginati
immobilizasyon matriksi olarak kullanmiglar ve serbest hucreye gore daha yuksek
enzim aktivitesi elde etmiglerdir. Ancak bu ¢alismada 6 dongu boyunca kullanilan
kalsiyum alginat boncuklari, giderek azalan bir aktivite egrisi gostermistir
(Nighojkar et al.,, 2006). Aspergillus niger ile lipaz eldesinde alginati
immobilizasyon matriksi olarak kullanan Ellaiah ve arkadaslari, yaptiklari
calismada Aspergillus niger hucrelerini karragenan, poliakrilamid ve alginata
immobilize ederek lipaz enziminin Uretimini hedeflemisler ve en iyi aktiviteyi
alginata tutuklanan hucreler ile elde etmislerdir. Bununla birlikte, alginat
boncuklarinin 4 dongultk kullanimlarinda azalan bir aktivite egrisi gozlemiglerdir
(Ellaiah e al., 2004). Buna karsin bizim kalsiyum alginata tutuklu hicrelerimiz, 6.
dongude aktivitelerini korumuglardir (Sekil 4.29). Sonuglarimizin bu ¢alismalara

gore daha basarili oldugu agiktir.
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Calismamizda politiretan stnger pargalarinin 6 déngu boyunca kullaniimasi
sonucunda, immobilize hucrelerin aktivitesi, artan hucre kitlesi ve yag agirlik ile
birlikte 4. donguye kadar artarak % 162’ lik bir degere ulasti. Bunun ardindan 6.
doéngu sonunda % 130’ luk degere geriledi (Sekil 4.30). Polilretan sungerde
dordinclu donguden sonra aktivitenin azalmasi, immobilize edilen sunger
parcasinda olugsmaya baslayan yogunluktan kaynaklaniyor olabilir. Bu
yogunlasma, sungerin kip seklinden, daha kuguk bir kire formuna donusmesi ile
de gozlendi (Sekil 3.10). Ayrica elektron mikroskobu ile yapilan goéruntlileme
sonrasinda da, bos poliuretan sunger ile hucrelerin tutuklandigr ve 6 dongu
gerceklestirilen polilretan sunger arasindaki goéruntu ve dolayisiyla olusan
yogunluk farki, c¢esitli agilarda ve buyutmelerde gosteriimektedir (Sekil 3.12-a,b;
Sekil 3.13-a,b; Sekil 3.14-a,b; Sekil 3.15-a,b). Bu yogdunluk, oksijen ve besin
transferini azaltmis olabileceginden, enzim aktivitesinde disus olmustur. Fumarik
asit eldesi icin yapiimig olan bir immobilizasyon ¢alismasinda, polilretan stingere
tutuklanmis Rhizopus arrhizus hucreleri ile en yuksek verim 2. dongude alinmakla
birlikte, 8 dongl boyunca Urln eldesi saglanmistir (Petruccioli et al., 1996). Bizim
calismamiza benzer sekilde Humicola lutea ile asit proteinaz eldesi c¢alisan
Aleksieva ve Tchorbanov, polilretan singere immobilize ettikleri hucreler ile en
iyi enzim aktivitesini 2 ve 4. donguler arasinda aldiklarini, 6 ile 9 dénguden sonra
aktivitenin ¢ok azaldigini géstermiglerdir (Aleksieva and Tchorbanov, 1990). Yine
ayni arastirmacilar, polilretan sungere immobilize hucrelerle ilk dongude elde
ettikleri aktivitenin, serbest hucrelerle elde edilenin ancak % 80" i oldugu

belirtmiglerdir.

Kapoor ve arkadaslarinin ¢alismasinda, ksilanaz Uretimi igin Bacillus pumilus
hdcreleri singere tutuklanmis ve bu hucrelerle yapilan Uretimde % 38 lik enzim
artisi gorulmustir (Kapoor et al., 2008). Ancak bunun yaninda 8 donguluk Gretim
sonunda aktivite % 62.5 dusmustur. Polilretan sungerin immobilizasyon
materyali olarak kullanildigi ve tutuklanmis Humicola lutea hucrelerinden asit
fosfataz Uretiminin optimizasyonu yapilan bir calismada, slinger pargalarina
immobilize hucrelerin 3. dongudeki kullanimlarinda, serbest hicrelere kiyasla %
200 fazla enzim aktivitesi elde edildigi bildirilmistir (Aleksieva et al., 2003). Bu da
bizim calismamizda elde ettigimiz % 162’ lik aktivite artisina benzer bir durum
olarak degerlendirilebilir (Sekil 4.30). Bu ¢alismadaki sonuclarin optimize edilmis
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kosullar altinda elde edildigi gz onune alinacak olursa, bizim sonuglarimizin da
cesitli optimizasyonlar sonucunda bu degerlere, hatta daha Uzerine g¢ikabilmesi

mumkin olabilir.

Enzim immobilizasyonu c¢alismalarinda bizim kullandigimiz tagiyici matriksler
digsinda degisik materyaller de kullanilmigtir. Asperqgillus oryzae ile yapilan bir
calismada, Uretilen B-galaktosidaz immobilize edilmis ve immobilizasyon
matriksleri arasindan segilen kitosan ile gergeklestirilen immobilizasyon
sonrasinda serbest enzimin ancak % 18.4° U kadar enzim aktivitesi elde
edilebilmistir. immobilize enzimin tekrar kullanimina bakildiginda ise 4. déngiide
enzim aktivitesinin %20’ lik kayba ugradigi gorulmustir (Gaur et al., 2006). Bu

sonug, bizim galisgmamizda elde ettigimiz aktivite degerlerinin ¢ok altindadir.

Hucre tutuklanmasi ve bununla birlikte geligen yuzey kolonizasyonu, dogal ve
endustriyel habitatlarda meydana gelen 6nemli bir olaydir. immobilize hiicre
sistemi, devamli olabilmesi agisindan ve uzun sure canlihdini koruyabildidi igin,
cesitli endustriyel uygulamalarda serbest hiicrelere alternatif olarak kullanilabilir.
Serbest hucrelerle yapilan inklibasyonla kiyaslandiginda, poliiretan sitngere
immobilize hlcrelerin  daha uzun slUrede maksimum enzim aktivitesini
gOstermeleri, immobilize hlcrelere oksijen ve besin girisinin daha kisitli olmasi ile

aclklanabilir.

immobilize hicrelerle dekstranaz eldesinin  endlstriyel olarak Uretiminin
yapilabilmesi icin maliyet arastirmalari, bazi muhendislik konularin ¢oézulmesi,
hlcrelerin fizyolojik ve metabolik degisikliklerinin saptanmasi, tasiyici matriksin
maliyet hesabinin yapilmasi gerekmektedir. Tagiyici matriks, uygulamalarin genel
olarak maliyet hesabinin c¢ikarilmasinda en o6nemli faktordur. Dolayisiyla
calismamizda kullandigimiz uygun fiyath matrikslerin endustriyel kullanimlari
mimkin olabilir. immobilize hiicrelerin fizyolojisinin ve immobilizasyon
mekanizmalarinin daha iyi anlasiimasiyla, ucuz matrikslerin endustriyel

kullanima tasinmasiyla, bu teknolojinin ¢ok daha iyi gelismesi mimkun olabilir.

Simdiye kadar vyapilmig c¢alismalar incelendiginde, dekstranaz enziminin
immobilize edilmis fungus hucreleri ile Uretimine rastlanmadi. Ancak bunun
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yaninda dekstranaz enziminin g¢esitli matrikslere immobilize edildigi ¢alismalar
bulundu (Abdel-Naby et al., 1999; Aslan and Tanriseven, 2007; Madhu and
Prabhu, 1985; Rogalski et al., 1998). Madhu ve Prabhu, yaptiklari ¢alismada,
Penicillium aculeatum dekstranazini bentonit materyaline immobilize etmisler ve
serbest enzimle yaklasik olarak ayni aktiviteyi elde etmiglerdir (Madhu and
Prabhu, 1985). Bu ¢alismalardan Penicillium lilacinum’ dan uUretilmis dekstranazin
Eupergit C materyaline immobilize edilmesi, %90 enzim aktivitesi ile
sonuglanmistir ve immobilize enzim aktivitesini 20 giin koruyabilmektedir (Aslan
and Tanriseven, 2007). Abdel-Naby ve arkadaslari ise, dedisik immobilizasyon
yontemleri ile farkli materyallere immobilize ettikleri Penicillium funiculosum
dekstranazi ile yaptiklari ¢alismada en iyi sonucu elde ettikleri kitosan materyali
ve kovalent baglama yontemi ile, immobilize dekstranazin serbest enzime gére %
37 daha dusuk enzim aktivitesi gosterdigini bildirmiglerdir (Abdel-Naby et al.,
1999). Bu sonuglar dahilinde, dekstranaz enziminin immobilize edilmesinin, az
veya ¢ok da olsa degisen oranlarda aktivite kaybina ugradigini soyleyebiliriz.
Dolayisiyla  enzimin  immobilizasyonundan  ziyade, enzimi  Uretecek
mikroorganizma hucrelerinin  immobilizasyonu daha avantajli gorUnmektedir.
Bizim sonucglarimiz  degerlendirildiginde, polilretan sungere tutuklanmis
Paecilomyces lilacinus hucreleri ile elde edilen aktivitenin 4. dongude %180
degere ulasmasi, agar ve kalsiyum alginata tutuklanmis hucrelerin ise ilk
dongulerinden itibaren serbest hicre ile yaklasik ayni hatta daha yuksek
aktiviteye sahip olmasi, hicrelerin tutuklanarak enzim tretimi yapilmasinin, enzim
tutuklamasina  bir  alternatif  olabilecegi  goérusuni  desteklemektedir.
Mikroorganizma hucrelerinin tutuklanmasi ile yapilan dekstranaz Uretimine dair
baska bir galisma literaturde yer almadigindan, ¢alismamizin bu konuda literatire

katki saglayacagi dusunulmektedir.

Bu calismada elde edilen bulgularin 1s1g1 altinda, topraktan izole edilmis ve
identifikasyonu yapilmis olan Paecilomyces lilacinus’ un literatlr verileri ile
karsilastinldiginda iyi bir dekstranaz kaynadi oldugu saptandi. Bu fungustan
dekstranaz uretiminde, uUretim ortaminda c¢esgitli unsurlarin ne kadar etkili oldugu
belirlendi. Bunlar; baslangictaki pH derecesi, besiyerine inoklle edilen fungus
sporu konsantrasyonu, inklibasyon suresi ile Uretim esnasinda fungusun maruz
kaldigi sicaklik ile galkalama kogsullaridir. Kullanilan besiyerinin igcerigine gore de
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uretilen enzim miktari degismekte olup, farkli karbon, azot kaynaklari ile bunlarin
konsantrasyonlari uretimi etkilemektedir. Dekstran, enzimin Uretilebilmesi igin
kullaniimasi gerekli tek karbon kaynagi olmakla birlikte, azot kaynaginda boyle bir
kisittama yoktur. Bunun yani sira enzim elde edildikten sonra yapilan
calismalarda da enzim aktivitesini belirleyen parametreler olarak, inkubasyon
suresi, pH, sicaklik ve substrat konsantrasyonunun etkileri incelendi ve bulgular
kisminda gosterildi. Enzimin kararlihk kosullari da arastirildi, farkh sicaklik ve pH
degerlerinde oldukg¢a dayanikli oldugu bulundu. Bazi iyonlarin enzim aktivitesine
olan etkileri incelendi, enzimi inaktive eden az sayidaki ajan saptandi. Bunlarin
yani sira enzim eldesi, tutuklanmig mikroorganizma ile gergeklestirildi, bazi
tutuklama matrikslerinin  kullanilabilirligi arastirildi. Enzim eldesi basit ve
ekonomik bir yontemle gercgeklestirildi. Konu ile ilgili strdurtlecek olan ¢alismalar

bu dogrultuda yogunlastirilacaktir.
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