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OZET

Maltogenaz, Eupergit C matrisinde % 60 rolatif aikéi ile immobilize edildi.
Immobilize enzim maltodekstrinden maltoz uretiminkellanildi ve 30 gin
suresince 6nemli bir aktivite kaybingramadg tespit edildi. Serbest ve immobilize
enzim icin optimunsartlarin dgismedigi ve optimum pH’'in ve sicakiin sirasiyla 5
ve 60C oldusu gozlendi.immobilize maltogenaz’in serbest enzime gore yiksek
sicaklik ve pH dgerlerinde daha dayanikh olgu tespit edildi.immobilizasyonun
kinetik parametreleri dgstirdigi bulundu: Serbest enzim icin 19,4 g maltoz/L.dak v
41,9 g maltodekstrin/L olan Vm ve Km ghrleri, immobilize enzim i¢cin 10,6 g

maltoz/L.dak ve 62,1 g maltodekstrin/L olarak dehidi.



SUMMARY

Maltogenase was immobilized onto Eupergit C, resultn 60% relative
activity. The immobilized enzyme was used for thedoiction of maltose from
maltodextrin and found that it has been active 306r days without significant
decrease in activity. The optimum conditions weoe affected by immobilization,
and the optimum pH and temperature for free andablzed enzymes were 5.0
and 60°C, respectively. It was determined that immobilieedyme was more stable
at high pH and temperatures. Immobilization chantied kinetic parameters: Vm
and Km for free enzyme were 19,4 g maltose/L.mmj a41,9 g maltodextrin/L
respectively, whereas Vm and Km for immobilized yne were 10,6 ¢
maltose/L.min and 62,1 g maltodextrin/L, respedyive
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GIRIS

Birbirlerine peptid balar ile ba&li amino asitlerin uzun zincir yapilarindan
olusmus ve canh hicrelerdeki kimyasal reaksiyonlaringgaun katalizinden
sorumlu olan enzimlerin hepsi protein yapisindaditte her bir enzim spesifik
katalitik etkiye sahiptir. Enzimler, neredeyse mgan ilk zamanlarindan beri
dolayli ve direkt olarak gida Uretimlerinde bakteve mayalar vasitasiyla
kullaniimaktadir. Bira vesarap uretiminin temelini okiuran reaksiyondasekerin

mayayla etanola biyokatalitik fermantasyonundazirater sorumludur.

Nisastayl glikoza ceviren, sicagh kagl dayaniksiz bir yapi iceren malt
ekstrakti icinde alkol vathni kesfeden bilim adamlar ilk defa net biekilde
enzimin tarifini 1835’de yaptilar. Bugiin genel ahilaz olarak bilinen bu enzim,

ilk olarak diyastaz diye adlandirilgtir.

izole edilmi enzimler ilk olarak 1914 yilinda deterjanlarda laalld.
Enzimlerin protein yapisi 1926 yilinda James Sunasfindan kristal jack bean
Ureaz kullanilarak ispatlandi ve bu gala 1946 yilinda Sumner’a Nobel 6dulini

kazandirdi. Enzimlerin gendlcekli mikrobial tretimi ise ancak 1960’lardagslzad!.

Bazi enzimlerin hala hayvan ve bitki dokularindatsteakte edilmeleriyle
birlikte enzimlerin ¢gu fermentor denilen buyuk reaktorlerde mikroorgaratarla
uretilirler. Gelgtirilen tretim teknolojileri, enzim 6zelliklerinidegistirilmesi ve yeni
kullanim alanlarinin dgmasi sebebiyle endustriyel enzim ticareti surekili

bUyumektedir.

Enzimler, endustride organik sentezler, klinik aziaf, ilag Gretimi, deterjanlar
gida Uretimi ve fermantasyon gibi bircok alanda lldculmaktadirlar. Mikrobial
enzimler icin ilk geny dlcekli kullanim deterjanlardi. Endustride kull@am énemli
enzimlerden birkagl Tablo 1.1.’de belirtilgtir [Kirk et al. 2002; Beielen and Li,
2002].



Tablo 1.1.Endustride yaygin kullanilan enzimler

Endustri Katalitik Etki
Deterjan
Proteaz Protein parcalama
Lipaz FAT uzaklastirma
Sellulaz Renk agartma
Amilaz Nisastay! uzaklastirma
Tekstil
Sellilaz Mikrofibril uzaklastirma
Lakkaz Renk agartma
Amilaz Yapigsmayi engelleyici
Hayvan Yemi
Xylanaz Kolay sindirilebilirlik
Fosfoesteraz Fosfati serbest birakmada
Nisasta
Amilaz Sivilastirma sakkarifikasyon

Glukozizomeraz

Kagit ve Kagit

Hamuru  Sellilaz
Amilaz
Xylanaz

Meyve Suyu
Pektinaz
Amilaz

Seker

Uretimi  Amilaz
CGT
Dekstransiikraz

un

urtnleri Xylanaz
Amilaz
Glukozoksidaz

St ve

Uriinleri  Rennin
Lactaz

Bira
Amilaz
Glukanaz
Papain

Organik

Sentezler Lipaz
Acilaz

Nitrilaz

Fruktoz eldesi

Lif modifikasyonu
Nisasta kaplama
Biyo-agartma

Pektini parcalama, ezme
Meyve suyu iyilestirme, Dusuk
kalorili bira

Maltoz, glukoz, fruktoz
Siklodekstrinler
Izomaltooligosakkaritler

Hamuru islah etme
Ekmek yumusaklhgi ve hacmi
Hamuru giiclendirme

Protein ¢oktirme
Laktozun hidrolizi

Nisastanin hidrolizi
Siizme sorunlarini gidermede
Protein-polyfenol parcalama

Kiral alkol sentezi
Yarisentetik penisilin sentezi
Enantio-saf karboksilli asit sentezi




Endustride yaygin kullanim alani olan enzimler sstbhalde kullanildiklari
gibi bir matrikse immobilize edilerek de kullanillder. Enzim immobilizasyon
yontemleriSekill.1.’de gosterilmitir [Bickerstaff, 1997].

~ Enzimler igin
Immobilizasyon Metotlan

in_su:uluble Enzimler Soluble Enzimler
Iin Metotlar iGin Metatlar
Ukrafitrazsyon
Metnbranlar
Badlama Entrapment
Modifive Bivokatalizdr [=erbest Enzim) |
Hollawy Fiker Cihazlar
Capraz hatrize el Ertrapment Fiber Ertrapment Mikroenkspsilazyon
Badlama Elag"4||ama
Fiziksel iyvonik MET“alik Kovalent
Ad=zorpsivon Badlama Baglama Badlanma

Sekil 1.1. Enzimimmobilizasyon Metotlari



Immobilize enzim sistemlerinin yiiksek performansn igatriks ve yontem
secimi ¢cok dnemlidir. Bir enzim geyicisini ve immobilizasyon yontemini secerken
dikkat edilmesi gereken temel hususlar Tablo 1e2.gbsterilmgtir [Bickerstaff,
1997].

Tablo 1.2.immobilizasyon yontemi ve matriksi secimindeki dikkdilecek noktalar

Ozellik Uygulamada dikkat edilecek hususlar
Fiziksel Dayanikhlik, siktiriimams tanecikler, gesiylzey alani,
sekil/form, gbzenek hacmi, gézenek derecesi, sudargezlik
ve yasunluk.

Kimyasal Hidrofiliklik (matriksle su bglanmasi), enzime karinertlik,
modifikasyon icin fonksiyonel gruplar

Kararlilik Depolama, enzim aktivitesi, destek mgadinin mekaniksel
kararhligl ve enzim aktivitesini surdirmesi

Dayanikhlik  Bakterial atak, kimyasal, pH, sicakldtganik solvent, enzim ve
proteazlara

Guvenlik Biyouyyum, bilegen reaktiflerin toksinfii, yontemle ¢akanlarin
ve son urund kullananlarin@esi-guvenligi ve gida, ilag ve
medikal kullanimlar i¢in immobilizasyon prosesigartnamesi

Ekonomik  Matriks, kimyasallar, 6zel cihazlar, rati&t ve gerekli teknik
becerilerin kolay eldesi ve maliyeti, cevresel egadustriyel
Olcide hazirlanabilirlik,

Reaksiyon  Reaksiyon kinetikleri, yan reaksiyontaklu enzim sistemleri ve
kofaktor substrat ve Urtin kitle transferlerindéigyfon
limitasyonlari




Enzim immobilizasyon yontemlerinin kendilerine aitantaj ve dezavantajlari

mevcuttur.

Enzim immobilizasyonu ile gdanan genel avantajlasagida siralanngtir;

Arttirlimis enzim kararlig

* Enzim maliyetini azaltma

» Tekrar kullanim i¢in enzimin reaksiyon ortamindanayca ayriimasi
e Sdrekli proseslere imkan vermesi

« Uruinun ortamdan kolayca ayriimasi

» Fabrika atik suyu problemlerini azaltmasi

« Bazl durumlarda enzim aktivitesinin artmasi

Bu avantajlariyla birlikte immobilize enzim prosasi kullaniimasi bazi

faktorler tarafindan sinirlanmaktadir;
» Serbest enzimin oldukca gik maliyeti
« Immobilizasyon proses ve matriksinin yapisi ve nedliy

e Sistemin performansi

Amilazlar, gunimiz biyoteknolojisinde 6nemli enzémbarasindadir. Amilazlar
bitki, hayvan ve mikro-organizmalardan elde edilengle rgmen, genelde
endustriyel olarak mikrobial kaynakli enzimler ftérc edilir. Amilazlar,
biyoteknolojinin ilerlemesiyle; gida, tekstil, &4 ve bira endustrisine ilave olarak

analitik kimya gibi dger alanlarda da kullaniimaktadir.

Amilazlar; a-amilaz, B-amilaz ve glukoamilaz (GA) diye Uuc¢ $& altinda

siniflandinlabilirler.a-amilaz [endo(i¢ kisimdan)-1d-glukan glukohidrolaz] lineer



amiloz zincirindeki glikoz birimleri arasindaki-1,4-o-glikozidik baslarini hidroliz
eden hicre @i bir enzimdir. B-amilaz (-1,4-glukan maltohidrolaz) genel olarak
bitki kokenli olmasina r@gmen -amilaz Uretmek igin birka¢ mikrobial kaynak
bilinmektedir. Bu enzim amiloz, amilopektin ve gljknin indirgen olmayan
uclarindan hidroliz edereR maltoz meydana getiriB-amilaz, amilopektindeko-
1,6 glikozidik balarini parcalayamagindan molekilin hidrolizinden elde edilen
son Urin kompozisyonu icinde ancak 9%50-60 maltozurbwr. Glukoamilaz
(amiloglikozidaz, glikojenik enzim, gpasta glikojenik vey-amilaz olarak da
adlandirlabilir; exo-1,4x-p-glukan glukanohidrolaz) amiloz ve amilopektinin
indirgen olmayan ugclarindan tek glikoz birimlerinidroliz eder. Cgu amilazdan
farkll olarak glikoamilaza-1,4 balarindan daha yagaolsa da amilopektinin
dallanma noktasindakia-1,6 balarini da hidroliz edebilir. Uzun sureli

reaksiyonlarda, gastayl tamamen glikoza ddtirebilir [Pandey et al. 2000]

1960’lardaki ilk calgmalarindan beri enzim immobilizasyonu ve immobilize
enzim hakkinda 10000 den daha fazla yayin ve pabeairlanmgtir. Enzim
immobilizasyonunda yaygin olarak kullanilan matekden bir tanesi ticari olarak
uretilen Eupergit'tir. Eupergit enzimlerin kovateimmobilizasyonu igin kiresel
tastyicl bir materyaldir. Eupergit 1974-1980 yillaraainda R6hm firmasi tarafindan
Almanya’da gektirilmistir [Katzir and Kraemer, 2000]. Eupergit N-khetilen
bis(metakrilamid), metakrilamid ve reaktif epoksgruplarini iceren glisidil
metakrilat veya allil glisidil eterin kopolimerizgsn reaksiyonuyla elde ediligekil
1.2.’de Eupergit polimerinin tretim reaksiyon meizamasi gosterilmgitir.  Aktif
grup olan epoksitler enzimlerin yapilarindaki amisolfidril ve hidroksil gruplariyla
reaksiyon vererek onlari kovalent olarakglagabilirler [Hermanson et al. 1992].
Ticari olarak iki farkli Eupergit satiimaktadir; gergit C ve Eupergit C 250L. Hem
Eupergit C hem de Eupergit C 250L 100-g60 capli epoxy-aktive edilmi
mikroporlara sahip akrilik taneciklerdir. Yapiladaki oksiran grubu sayisi ve
gozenek yapisi birbirlerinden farklidir. Eupergib@alama gozenek buyulga r=10
nm ve oksiran ygunlugu 600umol/g kuru tanecik iken Eupergit C 250L daha biyuk
gozenek yaricapina (r=100 nm) ve dahau#toksiran ygunluguna sahiptir (
300umol/g kuru tanecik) [Menzler et al. 2002].



C I C
CH;=—— C——C——NH——CH,—NH——C——CH + CH,=—— C——C——NH;,
CHj
N,N'-Metilen bis(metakrilamid) Metakrilamid
+
CH;=—= CH——CH,——0—CH,——CH—CH,
Allil glisidil eter
)
CH, CH, O
o\ |
H,C——CH—CH,—0——CH,—CH HC——C——NH,
CH, CH,

HaC——C——CH,——NH—CH,—NH—CH,——C——CHj

O CHp CH,
I | 0
NH,——C——C——CHj HC——CH,——O0—CH,—CH—CH,
CH, CH,

Sekil 1.2. Eupergit tretim reaksiyon mekanizmasi

Nisasta dgada bulunan 6nemli yenilenen kaynaklardan biri@ida sanayi ve
endustride dnemli bir yeri vardir [Uluga2000]. Nsasta asetal [gariyla birbirine
baglanmsg a-pD-glikozun olyturdusu dosal bir polimerdir. Asetal bdar hem enzim
hem de asit hidrolizi ile kirilabilir. Diilk dénigim nkasta hidroliz Grinleri (dekstroz
ekivalent-DE 40 altinda) genellikle iki basamakir prosesle Uretilmektedirilk
basamakta asit veya enzimlerle yuksek sicakliklangasta sivilgtirilir, ikinci
basamakta ise mikrobial-amilaz ile istenilen DE dgrlerinde maltodekstrin elde
edilir [Wang and Wang, 2000]. 20'den daha az DESahip ve bgica a-1,4
baglariyla birbirine b&h D-glikoz birimlerini yapisinda ihtiva eden tatshbesleyici
sakkaritler maltodekstrinler olarak adlandirilirgkéhall et al. 2000].



Asitle yapilan mgasta hidrolizi, monomerlerden normalsasta polimeri
aralginda farkli boyutlarda molekdillerin bir karmini iceren hidroliz drtnlerinin
ortaya ciktgl kontrolsiiz bir prosestir ( Basta hidrolizinde, enzimlerin kullaniminin
asit kullanimina gore Ustin yonleri vardir)sésta hidrolizinde sik¢a kullanilaao;
amilaz a-1,4 balarini kirarken njastadakia-1,6 balarini da kirabilir. Bununla
birlikte a-amilaz maltoz ve maltotriozdalka-1,4 balarini kiramaz. Bu yuzden
maltoz, maltotrioz ve Ozelliklea-1,6 ba&lar iceren dsuk molekdl &irlikl

sakkaritler son trtin olarak ortamda bulunurlar [@/and Wang, 2000].

1980'li yillarda yeni bir amilazBacillus stearothermophiludan elde edildi.
Enzim verimliligini arttirmak icin; Novo genetik laboratuarlarindaaltogenik
amilazin Uretimi i¢cin sorumlu gen izole edildi vergbacillus subtilise transfer
edildi. Maltogenaz olarak adlandirilan bu enzimiro ebir enzim oldgu ve
nisastadana-maltoz olgturdusu bulundu. Maltogenaz, exo hidroliz yapdh
amilazlar gibi sadece-1,4 glikozidik b&larini hidroliz edebilir; fakat bu enzimler
dekstrin molekullerindeki-1,6 glikozidik balarini hidroliz edemez. Maltogenaz ile
birlikte a-1,6 glikozidik balarinin hidroliz eden enzimlerin beraber kullarabkmin

sebebi hidrolizi hizlandirmaktir [Nebesyn, 1992].

Maltoz ( 4©-a-D-glikopiranosil-D-glikopiranoz ) (GH2:0:1) kimyasal
yapisina sahim-1,4 balar ile bal iki glikoz biriminden olgan bir disakkarittir.
Maltoz nkastadan enzimler (Maltogendizamilaz) kullanilarak Uretilir. Elde edilen
hidroliz Grtnlerinin kuru girliginin % 40-90'in1 maltoz okturur. Konsantrasyon ve
saflagtirmadan sonra elde edilen uriinlere maltoz mikéagdre ygun ve ¢ok ygun

maltozsuruplari denir.

Nemden ¢ok az etkilenme, gik viskozite, kolay kristallenmeme, hafif vesho
bir tat, kararmama ve sicakh kagl dayanikliik busuruplarin genel 6zellikleri
arasindadir. Bu oOzelliklerinden dolayr maltoz igerguruplar, nem tutucu,
kristallesmeyi 6nleyici, koruyucu veekil verici olarak gida endustrisinde kullanilir.
Cok yasun maltoz surubunun kristallgtiriilmesinden elde edilen saf maltoz,

serumlarda, diilk kalorili tatlandirici olarak endustride kullaaml sorbitol gibi dgiik



kalorili bir tatlandirici olan maltitol yapimindeaimmadde olarak ve antibiyotik ve
asllarin Uretiminde karbon kaygeolarak kullaniimaktadir.

Maltoz, yiksek konsantrasyonlarda kirlilikte daMiskallesebilen glikoz gibi
kolayca kristallemez. Maltoz, %90 saf olmadikca kristatteez, ancak daha yiuksek
saflikta kristallgebilir. Bununla birlikte maltozun kolayca kristalfeemesi gergs,
sekerleme endustrisinde maltozunsloza kullanilma sebebidir [ Norman and
Hendriksen, 2002; Rios, 1997]

Yapilan calmada Maltogenaz, Eupergit C Uzerine kovalent olarakobilize
edildi ve elde edilen immobilize enzimin kinetik rametreleri tespit edildi. Bu
yontem, Eupergit C'nin hem kimyasal hem de kullapilirlik acisindan oldukca
kararli olmasindan dolaylr endustriye uygulanabilzellige sahiptir. Eupergit C
kullanilan butin reaktdrlere uyum gadigindan, 6zel tip biyoreaktdrlere ihtiyac
duymamasi da Eupergit C ile immobilizasyonlari paalmaktadirimmobilizasyon
yonteminin basit olmasi, immobilize enzimin sica&live pH'a kagi kararliliginin
artmasi ve Eupergit C’nin sahip ofglu 6zellikler yontemin uygulanabiligini

arttirmaktadir.
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2. KONU ILE ILGILI CALI SMALAR

2.1. Nsasta

Nisasta bitkilerde depo edilen en yaygin karbonhidraBitkiler fotosentezin
bir sonucu olarak mastayl sentezlerler. Bu proses sonucunda giin@ enerjisi
nisasta Uretiminde yaygin olarak kullanilir. siista iki tip polimerin kagimindan
olusur; amiloz (genelde %20-30) ve amilopektin (geneélié0-80) [Ball, 1998; Li
and Yeh, 2001; Maarel et al. 20002 ]. Farkli bk&ynakli ngastalarin hepsi tlirden
tire boyutlarinda ve fiziksel karakterlerinde faikl gosteren granul yapisindadir.
Kimyasal Ozellikler tir farkhigindan daha az etkilenmektedir. Asil farkhlik
amilozun amilopektine oranidir. Waxy misirdan eddden misir rgastasi neredeyse
amiloz icermezken amilomisirdan elde edilen misgastasi % 80 amiloz icerir
[Cheetham and Tao, 1997]. Patatesten elde edilgmstai gibi bazi wgastalar,
hidrolizini etkilemeyen ama gastanin fiziksel 6zelliklerini etkileyen az miktard
(yaklasik % 0.2) kovalent bl fosfat gruplari icerir. Amilopektin (amilozsunjaxy
misir nkastasindan izole edilebilirken, amiloz ise amildpek pullanaz ile
muamelesiyle izole edilebilir [Vorwerg et al. 2Q002miloz balica dallanmangy,
heliks seklinde bukulmg, kayn&ina gore dgisen 200-2000 D-glikoz biriminimu-
1,4 bal lineer polisakkarit zincirlerinden o§mustur ve heliksin her bir dorga alti

glikoz birimini icerir.

Sekil 2.1.1.Amilozun Kismi Yapisi
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Amilopektin dallanmg bir polimerdir. Bazi mnjastalar yaklgk %2100
amilopektinden olgmus olabilir. Yaklagik 20-24 D-glikoz biriminina-1,4 bali

lineer zincirleria-1,6 glikozidik b&lariyla birbirlerine bglanmslardir.

® (-1,4 bagh D-glikoz
® (i-1,6 D-glikoz dallanma noktalar

Sekil 2.1.2. A.Amilopektinin Kismi YapisB. Amilopektinin Model Yapisi

Nisastanin iki bilgeninden biri olan amilopektinin enzimlerle hidrolia-1,6

baglari yuzinden zor olmaktadir. Yapisindaki glikozirblerinin yaklgik % 4-6'si
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a-1,6-glikozidik baglariyla balanmstir. Hidroliz enzimlerinin ¢gu a-1,4 glikozidik
baglarini hidroliz eder ve-1,6 balari amilopektinin glikoza tamamen hidrolizi igin
mutlaka hidroliz edilmelidir. Son zamanlarda yenzinlerin gelgtiriimesinde en

etkili calismalar dallanma bdlgelerini hidroliz eden enzimleeiine yapilmaktadir.

Gecmite nkastanin asit hidrolizi yaygin olarak kullaniktmr. Asit hidrolizinin
korozyona dayanikli malzemelere ihtiyag duymasnkrdesisimine neden olmasi,
notralizasyondan sonra tuz ihtiva etmesi, yluksaalkdik ve daha fazla enerjiye
ihtiyag duymasindan dolayi, bugiin endustriyel ddangasta hidrolizi tamamen
enzimatik prosesler kullanilarak yapiimaktadir [iced.998].

Nisasta hidroliz Grlnleri gida, tekstil, yaprici, kozmetik, deterjan ve kd
endustrisinde yaygin olarak kullanilir ve her geggim yeni kullanim alanlari
bulmaktadir [Davis, 2003].Sekil 2.1.3’de gida endustrisinde yaygin olarak
nisastadan Uretilen gasta hidroliz Grtnleri gosterilstir.

Bigasta hidraliz triinleri

b

| Glikaz gurup | Maltaz Surup | Maltodekstrin lKuru Glikaz J
k TP — —_— =meeersign e

¥

L4 ¥ l
| Derigik Fruktoz Surup | Fermantazyan | kriztallegtirme

T ¥
Dekstroz SEUT
]

manohidrat Diekstroz

| Etanal | { Strik

At L

Kristallegtirme Sorhitol Sl Sarhital
kristallegtirme

Kristal Fruktoz |

W

Hati Sorbital |

Sekil 2.1.3.Nisasta Hidroliz Uruinleri

Nisasta ve turevleri ayrica mannitol gifeker alkollerinin siklodekstrin gibi

degerli karbonhidratlarin ve biyoparcalanabilen pldstin Uretiminde de yaygin
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olarak kullanilir. Farkh kaynaklardan elde edilafik nisastanin tretim miktarlari
Tablo 2.1.1'de verilmitir. Tablodan da gorildiii gibi Uretilen ngasta miktar

zamanla argigostermtir.

Tablo 2.1.1.Yillhk diinyada Uretilen ticari gasta miktari (milyon ton)

Kaynak 1980 1990 1993 1995/1996
Misir 11.6 20 26.3 35.2
Patates 1.4 2.4 2.5 21
Tapioca &dgerleri 15 1.7 3.2 3.8

Bugday 0.6 15 1.7 2.8
Toplam 15.1 25.6 33.7 43.9

2.1.1. Maltodekstrinler

1950’lerin balarinda, maltoz, maltotrioz, maltotetraoz, maltdpea vs.
karbohidratlar igceren sakkarit k@mlara maltodekstrin adi verildi ( Whelan and
Roberts, 1952). Kismen hidroliz olgwnisasta trtnleri olan maltodekstrinler ilk
olarak American Maize Produgtketi tarafindan 1959'da Frodex 15 ticari adidstl

piyasaya surilmgidr.

Nisastanin asit veya enzim kullanilarak parcalanmasollsurlar. Kiguk
molekdlld, tatsiz, suda ¢6zinebilen ve kolay adsodbilen karbonhidratlardandir.
Nisasta hidroliz Urdnleri, kuru garliktaki dekstroz olarak hesaplargnindirgen
sekerin % si olan dekstroz ekivalent (DE) olarak aadirilan, kendi hidroliz

dereceleriyle karakterize edilirler.

Maltodekstrinler ilk c¢iktgindan beri geni bir kullanim alani bulmgtur.
Maltodekstrinler tgyici sistem, sekil verici, yglarin yerine, film olgturucu,
bayatlamay! ©nleyici, sprey kurutmaya yardimci atar donmadan koruyucu,
kristallesmeyi onleyici ve besleyici 6zeflinden dolayr besin maddelerinde sik¢a
kullanilir. Desisik molekul &irlhiginda ¢ok sayida maltodekstrin kamlari ticari

olarak Uretilmektedir.
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alfa amilaz, nigasta
zlspansivanu

i gelatinlegtirme

attnozferik

-I—’ gartlar

buhar

enzim
inaktivasyonu

iztenilen miktarda hidroliz Oniteler

ivan =% renk

fittrasyon » :
uzaklagtrma | T | diderme

atmozferik gartlar

¥

sprey
depolama paketleme kurutma buharlagtirma

Sekil 2.1.4.Nisasta stispansiyonundan maltodekstrin Uretim aknmmasi

2.1.2. Maltoz

Maltoz (4-O«a-D-glikopiranosil-D-glikoz), kalorisiz bir tatlandci olan
maltitol Uretiminde, “dihteheria-pertussis-tetanusisi Uretiminde 6zel karbon
kaynasi olarak ve serumlarda kullanilir. Maltoz kullamlserumlar, glikoz serumlara
gore iki kat daha fazla eneriji icerir, lipidler peoteinlerle olumlu etkilgmler yapar
ve kansekeri seviyesini dastirmedigi icin seker hastafii tedavisinde kullanilir.
Icerikleri 6zde olmasina rgmen: ygun maltoz surubu ( % 35-60 )
(Bohnenkamp&Reilly 1980), ¢cok yon maltozsurubu ( %70-95 ) (Martensson
1974) ve saf maltozun kullanim yerleri birbirlerevdtamamen farklidir [Nehete et
al.1992].
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Nisastadan maltoz Uretinoi-amilaz,3-amilaz ve maltogenik amilaz enzimleri
kullanilarak ayri ayri yontemlerde yapikir. Bazi yontemlerdex-1,6 glikozidik
baglarini hidroliz eden enzim pullanaz (promozyme) alahf maltozuruplar elde
etmek icin kullanilmgtir [Artin and Lee, 2002; Noda et al.2001; Kellyadt 1999].
Sekil 2.1.5’de ngasta hidroliz Grinleri kullanilarak maltoz eldeésterilmitir.

hidroliz olmusg

. Lo T Amiloz Maltoz
nigasta iriinleri
- - a I ::; [:IJ Y
|1,|' l__' g w 8 1) = ] |
A o - ~ y s N ale
I -E -—.:'H i JI y _h -"-_ lM: - J.' : - -_[.J_-_I I" . _.-—~:_ -
| ‘F‘r -{_'r A —~ O . &
- | e ) r =
L) I _T "-L: -.': 3 i ;
_ - rO

alfa-1,6 haglanm kiran
enzimler
{pullanaz)

Maltogenik alfa
amilaz,
heta-amilaz

atniloz molekillerinin
indirgen almayan
uglarncan iki glikoz
birimini ayirr

nigastann sadece dallanmig
bdlimlerini keser

indirgen uglar

Sekil 2.1.5.Nisasta hidroliz trtnlerinden maltoz eldesi

Molekul yapisi Sekil 2.1.6'da gOsterilen maltozun basgtigimis Uretim
prosesiSekil 2.1.7'de gosterilngtir [Pergamon Press, 1988].

on OH

Sekil 2.1.6.Maltozun molekul yapisi
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pH 6.0-6.5
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l Maltoz
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Sekil 2.1.7.Nisastadan Maltoz Uretimi akigemasi

2.2. Yapilan Calsmalar

2.2.1. Maltogenaz ile Yapilan Cagmalar

N. Zakhia et al. ultrafiltre reaktérde promozyme mmltogenaz kullanarak
cassava gastadan maltogurubu Uretimini kullanilmasini ¢camiglardir. Calsmada
10, 50 ve 150 kDa molekugaligina b&li gecirgenlge sahip Carbosep membranlar
kullaniimis ve 50 kDa MWCO membran maltoz igérive membrandan gegci
degisimleri bakimindan en uygun sonuglari vegtini Promozyme enzimi gastanin
dallanma boélgelerini kirmak, maltogenaz ise sonnumialtozu elde etmek icin

kullaniimustir.

Ilk olarak 60°C’deki (reaksiyon boyunca isitici ile reaktor igcaklik sabit
tutulmustur) nisasta cozeltisi reaktére konulgngonrasinda enzim ilave ediktir.
Tanki membrana Igayan pompa caftirilarak istenilen algi hizinda ve uygun
basingla substrat ¢ozeltisi ultrafiltre edigtim. Zamanla olgan hacim azalmasi

reaktore taze ¢ozelti eklenmesiyle dizenletimi

Membran, 3 Carbosep M4 tip membran icermekteditekiib azirli g1 gecirme

.....

Membran, gecirgen karbon ylzeyde Zri@ermektedir.
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Farkli membranlarda yapilan sakkarifikasygtemlerinde en yuksek maltoz
orani 10 kDa MWCO membran ile %67 olarak elde eedime rgmen uzun zaman
almasindan (14,5saat) dolayl 50 kDa MWCO (4,9 $4&8) tercih edilmitir. Daha
sonra bu sistemde enzim miktari arttirilip maksimuerime ulaillmistir (%66
Maltoz ve %8 Glikoz, 4,5 saat) [Gaouar et al. 1998]

Cassava gastanin maltoza enzimatik dG@ini igcin membran reaktorin
kullanimiyla ilgili diger bir calgma G. M. Rios et al. tarafindan yapigbm.
Calsmada Maltogenaz ve Promozyme (Novo Nordisk) enzimkellaniimistir.
Swvilsgtiriimis nisastanin (%30 w/w) Maltogenaz ve Promozyme ile yapibatch
hidrolizi nisastanin %72’sinin maltoza d&giimiyle sonuclanmngibununla birlikte
dallanma bolgelerindekir-1,6 ba&larini kiran enzimin kullaniimamasi halinde ise
maltoz veriminin %11 daha az olglu bulunmygtur. Ultrafiltre reaktorde kaji

zamani ideal devamh katirmali tank reaktérdekiylesdé olarak ayarlannstir.

Carbosep M4 membran (MWCO:50 kDa) ile Maltogenazgeckini
engellemesi %100 barilamanmg olup, 5 saat filtrasyon sonucunda toplam enzim
aktivite kaybi %28 olarak bulunmubununla birlikte bu kaybin yarisi reaktor
icindeki enzim denaturasyonundan ileri ggidigbzlenmitir. %30 nkasta
konsantrasyonunda, ultrafiltre reaktdrde yapglnsakkarifikasyon reaksiyonlari
esnasinda onemli membran bozukluklar ortaya gilkgbzlenmgtir. 100 ve 200
kPa’'da sabit membran basinglariyla, membrandantrstilggecs hizlar sirasiyla 14
ve 23 dnih™m™ olarak tespit edilnstir. Reaktorde kalma siiresi 4,2 saat olarak tespit
edildiginde ve alg hizi sabit tutuldgunda ngastanin maltoza doégiim orani %55-

56 civarinda oldgu bulunmuytur.

M4 membranlarla maltogenazin reaktdrde tutulmadrasamakta yapilrgtr:
ilk basamakta membran boyunca asetat tamponuyléogeslaz c¢ozeltisi diafiltre
edilmis ve daha sonra ayni tlrden c¢ozelti sizuntlyle venlnan icinde kalan
substrat ¢Ozeltisiyle ultrafiltre reaktorde sirkigdilmistir. Reaktor icindeki enzim
aktivitesi sistemli olarak 6lgulnstiir.

65°C’da maltogenaz ile maltoz tretiminde enzimin alkdisinin 5 saat boyunca
azalmadil bunun yaninda promozyme igin °87da dahi enzimin aktivitesini ilk 5

saat icinde %26 civarinda aza@dib(’C’'da ise yaklaik %91 veriminin azalg
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gozlenmgtir. Bu farkliliklar her iki enzimle uzun sire galamayacgini

gostermgtir [Rios et al. 1997].

O. Gaouar et al. surekli membran reaktérde majtoabu Gretimi icin ticari
Maltogenaz enzimi kullanimiyla enzimin bazi kinetikparametrelerini
incelemilerdir. Deneylerde suda ¢ozinuUgasta substrat olarak kullanilghr. pH
5.0 ve 60C'de Michaelis-Menten kinetik sabiti ve maksimune hairasiyla 2,47
mmol maltoz/dak.l ve 9,64 ggaista/l elde edilmgtir. Maltoz varlginda ve yuksek
nisasta konsantrasyonlarinda ilk hidroliz hizinin dgalg6zlenmgtir. Maltogenaz
ile sivilggtirllmis nisastanin hidrolizi esnasinda farkliskangi¢c konsantrasyonlarinda
ve farkli enzim miktarlariyla yapilan hidrolizleseasinda reaksiyon kgminda
olusan maltozun konsantrasyonunungdamleri incelenms ve deisen balangic
substrat konsantrasyonuyla gdm Urinlerdeki glikozun maltoza oraninin deneysel

hatalarda dikkate alinarak g@igmedisi bulunmutur [Gaouar et al, 1997]

E. Nebesyn’in yapn calsmada; bakteriala-amilaz ile ngasta 0,7 saat
reaksiyona tabi tutulnguhidroliz sonunda, gasta %41 oraninda siwtamis ve
cOzelti 10 dakika kaynatilarak enzim inaktif yapgtir. Sivilsstiriimis nisasta daha
sonra maltogenaz enzimiyle sgé sirelerde muamele edilerek ean maltoz ve
glikoz ile diger maltodekstrin miktarlari tespit edilgtir. Farkh maltogenaz
miktarlari ile yapilan sakkarifikasyonda elde edilaaksimum maltoz miktari %69,5
olarak bulunmg; bununla birlikte maltogenaz ile pullanaz berakellanildiginda
maltoz verimi %80’e kadar ¢ikarilgtir [Nebesyn, 1990].

M.R. Sarmidi et al. sirekli dénen halka bicimli Rratografik(Continuous
rotating annular  chromatograpy-CRAC) yoOntemle sastanin  maltoza
sakkarifikasyonu konulu ¢camalarinda; maltogenaz enzimi ile hem sstitdmis
nisastanin maltoza sakkarifikasyonunu hem de drindamatan ayrilmasini se
zamanli yaparak, %15,5 w/v substrat ve 40G/bnaks hizinda yiikleme yaparak
patates niastasindan %79 maltoz ihtiva eden kam elde etmilerdir [Sarmidi and
Barker, 1993].
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Maltogenaz, Amberlite XAD761 kullanilarak immob#izedilmgtir. Nisasta
(%31), termamyl ve pulluzyme kullanilarakagida bileeni verilen kagim elde
edilmigtir.

DP1: %1,4 DP2: %82,4

DP3: %13,2 DP4 ve daha blytk maltodekstrinler:842,

Elde edilen hidroliz urinld, Maltogenaz enziminin miwbilize edildgi

amberlite kolonlardan gecirilerek maltoz miktarngalestirilmi stir.
DP1: %6,2 DP2: %90,5
DP3: %0,8 DP4 ve daha buytk maltodekstrinler: %2,4

Kromatografik yontemler kullanilarak maltoz miktadaha da arttiriingtir
(%95,5 maltoz) ve kristalizasyoslemleri yapilarak; kristal maltoz elde edilti
(%97,5 maltoz). Bu calmada ayrica maltoz indirgenerek maltitol Ureminde

kullaniimistir [Duflot et al.2001]
2.2.2 Epoxy Gruplariceren Matrikslerle Yapilan Calismalar

Eupergit C’nin epoxy gruplari, yapisinda amino,rbigil ve merkapto gruplari
tastyan ligandlari kovalent olarak glar. Kovalent bglanma olurken matrikste veya

ligandda yuk d@isimi olmaz [Katzir and Kraemer, 2000].
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metakrilamid HaC - »-CO NH»
allil glisidil ~C-0-ClE-CH, + HoN Erziim
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M-metilen-bis- C_ i
S H M=C= »=CHg
metakrilamid H
Eupergit

HO H
————— | Eupergit C-C-N ' Enzimm
H H A N~

Sekil 2.2.1.Eupergit C’nin yapisi ve bir enzimin kovalentgtenmasi

Epoxy gruplan tsiyan matriksler (Eupergit C) enzimlerin birden fazl
kovalent bg yaparak immobilizasyonu icin ¢ok uygundur. Boyleite boyutlu
yapilari daha kararli hale getirilebilir. Bununnigeneysegartlar oldukgca 6nemlidir.
Enzimi matrikse ¢oklu k#arla kovalent olarak amak icin pH 7.0’de immobilize
edilen enzimin immobilizasyonuna pH 10’da devantiedi
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Sekil 2.2.2.Coklu kovalent bglanmanin olgmasi

Coklu baglanma yapilan ve yapilmayan Eupergit C ile immabiliediimg
penicilin acilaz pH 8 ve 5C‘de 5 saat tutulup aktiviteler olculginde matrikse
coklu ba&lanma yapilan enzimin aktivitesinin %50’sini  korgdu gozlenirken
yapilmayan penisilin agilazin aktivitesininin neegde tamamini kaybetti
gozlenmgtir [Guisan et al, 2000].

Epoxy matrikslerin hidrofilik karakterde olmasi inofwilizasyon verimini
arttirmaktadir. Penisilin acilaz, hidrofilik olare@abead’e hidrofobik olan Eupergit
C’'de gore daha fazla penmstir [Guisan et al. 2002].

Guisan et al. protein saflarmada immobilize metalelat affinite
kromatografisinin yiuksek performansiyla enzim imilipsyonu icin epoxy
gruplarinin mukemmefiini birlestiren tek basamakta proteinleri saflamak ve

immobilize etmek icin yeni bir metod ggirmislerdir.

Enzimi (B-galaktosidaz) epoxy gruplarina yakgtleabilmek icin enzim
tzerine rekombinant DNA teknolojisiyle polyhistidimatriks tzerine ise histidine

affinitesi olan Co gruplari ilave edilgtir.
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Sekil 2.2.3."de enzimin immobilizasyon verimini arthak i¢cin Eupergit C’nin

modifikasyonu gosterilngtir.

EPOXY- SUPPORT IDA-EPOXY- SUPPORT Co-EPOXY- SUPPORT
X CH,-COO" A A A
K, T 7 0
% NH,
? e \ cH coo g‘“& CHACOO 2_/3 CHpCOO™
fg.& IMINODIACETIC ACID ? - - f g+ o Co¥
A — 1 CH,-CO0 ] \cn,-co{)‘
/ Cot 8
A4 A Z I 7N
bs /] /]
1 ENZYME DERIVATIVE /1 7
; p- Nﬂwg ~COOH E
2 - NH )(_‘,E:«COOH ;// Protein
; N blocking ;:
7 (His); e
A 7]
% CH,-COOH H,N - CH- COOH j
; — GLYCINE ;
? N\ CH,-cOOH ;
7t NH-¢ —coou /4 VAN

Sekil 2.2.3.Epoxy matrislere IDA bganmasi

Epoxy matriksler, matrikse IDA Iggamak icin iminodiasetik asit vaginda
bekletilmistir. Epoxy-IDA matriksler metakelat-epoxy matriksleri elde etmek icin
kobalt tuzlariyla inkibe edilmive bu matriksler poli-his eklengiproteinleri
immobilize etmek i¢in kullaniinglardir. Kalan epoxy gruplar ise glisin ile muamele

edilerek bloke edilnstir.

Eupergit CSekil 2.2.4'de gosterildii gibi gbzenekli bir yapidadir. Bir araya
toplanan yiksek molekukaligina sahip enzim molekulleri bu gézenekleri tikaljtara

enzim molekullerinin i¢ kisimlara Benmasina engel olabilmektedir [Guisan et al.

2003]
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GoOzenekler tikanngi
Immobilizasyon kapasitesi azami
Aktivitesi distk biyokatalizor

Maksimum enzim immobilizasyonu
Cok aktif biyokatalizér

Sekil 2.2.4. Protein monomerlerinin ve bir araya toplagmblyik protein

topluluklarinin Eupergit C gézeneklerinde immolakyonu

Epoxy iceren ¢ok fonksiyonlu matriksler enzimlendtral pH, diguk iyonik
etki ve diguk sicaklikta immobilizasyonu icin epoxy matriksteaktive edilmesiyle
J.M. Guisan et al. tarafindan elde edsitini

Genelde bu multifonksiyonel gruplar iki tip fonksiyel grup icermelidir: (i)
gruplar proteinlerin fiziksel adsorpsiyonunu arttadidirlar (iyon dgistirici, metal-

selat adsorpsiyonu), (ii) gruplar enzimi kovalentmobilize edebilmelidirler (epoxy

grup).

Eupergit C dgisik gruplarla modifiye edilerek enzim immobilizasyongin
daha uygun hale getirilebilmektedir. Etilendiamimhedifiye edilen Eupergit C ile
A. Oryzae[3-galaktosidaz immobilize edilginde % 95 lik bir verim elde edilgi

halde ticari Eupergit C kullaniighinda aktivite verimi gbzlenmestir.

Bu calsmada etilendiamin, iminodiasetik asit (IDA), baKDA ve aminofenil
boronik asit ile epoxy matriksler modifiye edigtir. Bu yontemde ilk olarak enzim
adsorbe edilir sonrasinda ise proteinin reaktifledgflik gruplariyla (amino, tiyol,
hidroksil) matriks ylzeyinde ymn epoxy gruplari arasinda kovalent glaa
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olusabilir. Molekll i¢ci kovalent immobilizasyon ayrmyartlarda molekuller arasi
kovalent immobilizasyondan ¢ok daha hizli olaljBuisan et al. 2000]

Eupergit C immobilizasyon verimini arttirmanin bibagska yolu ise
immobilizasyonu organik ¢ozelti ortaminda gercsiiteektir. P. Grunwald et al.
Ureazi susuz ve sulu ortamlarda epoxy gruplarercgrolimer (aynt zamanda OH
gruplari da icermektedir) geyicida immobilize etnglerdir. Tampon ¢6zelti olarak su
ve PO4 cozeltileri kullanilginda hemen hemen hi¢ immobilizasyon olngadi
gozlenmg, toluen, aseton, dioksan, DMF, N-metilformamid i€iz sistem olarak
kullanildiginda immobilizasyon veriminin argi bulunmytur [Grunwald et al.
1993].

Eupergit C immobilizasyon verimi, immobilizasyonenzimin optimum
pHInin dsinda bir pH'da veya konsantre tuz ortaminda gessgkimesiyle de
arttirillabilmektedir. M.T. Martin et al. CGTase @nmi Eupergit C ile kovalent
olarak immobilize etnstir. Yapilan calymada farkli immobilizasyon parametreleri

( immobilizasyon siresi, iyonik etki, pH, enzim/miles orani ) optimize edilmgtir.

immobilizasyon P@ tampon cozeltisinde inkiibasyon yapilarak
gerceklatirilmi stir. Enzim matriks orani optimize edildikten sors@asiyla tampon
¢Ozeltisinin  konsantrasyonu, immobilizasyon sireei immobilizasyon tampon
cOzeltisinin pH dgerleri optimize edilmitir. Yapilan calgmada 0.2 M tampon
cOzelti kullanildginda bglanan protein %68 iken 1 M tampon c¢oOzelti
kullanildiginda bglanan protein miktari %74 ‘e ¢ikgtir. 1.2 M tuz kullanildginda
ise %69 protein Qdandgl gozlenmitir.

Maksimum immobilizasyon verimi %80 olmasingmween, immobilize enzimin
katalitik etkisi % 15’den daha diiktir. Immobilize enzimin optimum sicakli

desismezken, optimum pH daha yuksek pH’lara kayym{Matrtin et al. 2000].

Immobilizasyonda Eupergit C ve Eupergit C 250L kuldiginda farkli
verimler elde edilmektedir. D.H.G. Crout et dd-galaktosidazi Eupergit C ve
Eupergit C 250L ile kovalent immobilize eti. Yapilan camada ( pH 7,5, 1 M,
10 ml PQ tampon ¢6z.) 200 mg Eupergit C ile enzimin tamdmglanirken
gozlenen katalitik etki %67,3 olarak bulungtwr. Aynisartlarda Eupergit C 250L ile
yapilan immobilizasyonda 200 mg matriks Uzerindeiram %901 immobilize
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olmus ve %53,4 katalitik aktivite gostergtir. 300 mg Eupergit C 250L ile enzimin
timud immobilize edilmi ve katalitik aktivite %90 olarak tespit edilgtir. Serbest
enzime gore immobilize sicakiia kagl daha yiksek bir kararhlik gosterstir
[Hernaiz and Crout, 2000].

Farkli proteinlerin epoxy gruplar iceren immobiky@anunda eklenen tuzlarin
immobilizasyon verimine etkisini J. Turkova et gbzlemlemgtir. Kovalent bgli
aktif enzimin verimi eklenen tuzlarin tipine ve lgamtrasyonuna a oldugu tespit
edilmistir. Kovalent bglanma icin gerekli protein-matriks arasindaki hidtmk
etkilesime tuz iyonlari sebep olmgtur. (NH;),SO, konsantrasyonundaki gigikli ge
kargi aminoacilazin immobilizasyon veriminin tuzsuz aonda yapilan
immobilizasyon aktivitesine orani grgé gecirilmi; eklenen tuz konsantrasyonu
1.75 M oldgunda maksimum immobilizasyon verimi elde edgtini 2 M tuz
eklendginde ise immobilizasyon aktivitesinin gtigii gozlenmgtir. Ayni ¢alsmada
NaSOs, (NH) HPO, ve NaCl'de kullanilmgtir. NaCl'nin immobilizasyon verimine

etkisi olmadgi gozlenmitir.

Aminoacilazin immobilizasyonu i¢in optimum tuz kamérasyonu reaksiyon
karisimindaki protein konsantrasyonunaghaoldugu go6zlenmgtir. Artan protein

miktarina kagl tuz miktarinin da argg gézlenmgtir.

Farkli proteinleri immobilize ederken, farkli (NHSQ, konsantrasyonlarinda
calisilmis: her proteinin farkli konsantrasyonlarda tuz mikitda maksimum

immobilize oldgu gozlenmgtir [Turkova et al. 1998].

Schmith et al. yapisinda —NHyrubu bulunduran alkilglutatyonlari epoxy
gruplari iceren matrikslerde immobilize ederken Kkiiar tuz tipleri ve
konsantrasyonlarinin immobilizasyona etkisini ieceklerdir. Farkli
konsantrasyonlarda (NHSQ, kullanarak dgisik proteinlerin immobilizasyon
verimi arttirilmstir [Wheatley and Schmidt, 1999; Schmidt et al 1998
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Tablo 3.1.1Deneyde kullanilan sarf maddeler
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ADI URETICI FIRMA KATOLOG NO
Maltogenaz 4000L Nova Nordisk
Eupergit C R6hm&Haas
(NH4)2SO Fluka 09978
KH,PO, Fluka 60218
NaOH Fluka 71692
HCI Merck 100.317.2500
NacCl Carlo Erba 368257
Maltodekstrin Avebe(Holland)
Maltoz Sigma M-2250
Kalsiyum Acetat Sigma C-1000
Sodyum Azide Merck 1.06688.0250
Asetik asit Merck 1.00056
Thymol Sigma T-0501
a-naftol Sigma N-1000
HSO4 Sigma 732.2500
CHsOH Merck 1.00030
Acetonitril Merck 13.2500
K5 TLC plak Whatman 4850-820
3.1.2. Kullanilan Aletler
Tablo 3.1.2. Deneyde kullanilan demirbaletler

ALETIN ADI MODEL

Densitometre

Biorad GS 670
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pH metre Inolab pH Level 1
Calkalayici Heidolp-Promax 2020
Karistiric Hediolp MR 3003
3.1.3. Enzim

Maltogenaz 4000 L enzimi Novo Nordisk tarafindadiie edildi. Maltogenaz
Bacillus subtilis'in genetik modifiye bir soyuylarétiimis ve eksprese Bacillus
stearothermophilus’den elde edilen siggkldayanikli bir maltogeniki-amilazdir.
Koyu kahverenkli sivi olan enzimin gonlugu 1,25 g/ml ve aktivitesi 4000
MANU/mI olarak belirtiimistir. MANU asagida belirtilen standagartlarda dakikada

maltotriozun 1 mikromolinid hidroliz eden enzim naitir.

pH 5,0 (0,5 M Sitrat tampon ¢ozelti)
Sicaklik 60°C

Substrat Maltotrioz

Reaksiyon Siresi 30 dakika

Maltogenaz, maltooligosakkaritlerde, kismen hidrokdilmis nisasta ve
nisastadaki a(1-4) glikozidik balari hidroliz ederek indirgen olmayan zincir
uclarindan maltoz birimlerini  ayirir. Aga clkan maltoz birimleri alfa
konfigurasyonundadir. Enzim yiksek maltoz ihtivaerdmaltoz surubunun
dretiminde, amilopektinina(1-6) baslarini hidrolize eden bir enzimle birlikte
kullanilabildigi gibi tek olarakta kullanilabilir. Endustriyel Hahimlar icin tavsiye

edilen operasyosartlari 60°C ve pH 5,0-5,5'dir.

Enzimler depolama sicaklna bal olarak zamanla aktivitelerini kaybederler.
Maltogenaz 4000 L, 5C’'de saklandiinda 6 ay, 25°C’de ise 3 ay aktivitesini
korur [NovoNordisk, 1999] .
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3.2. YOntem

3.2.1.ince Tabaka Kromatorafisi ile Maltoz Analizi

Yapilan calgmada; Whatman K5 cam plaklari kullanildi. Yaratmizeltisi
olarak asetonitril/su ( 85/15, v/v) kullanildi. TlU@bakas! Uzerinde karbonhidratlari
gorunur hale getirmek igin asetonitril su ¢Ozetitkg yuruttilen TLC tabakasi, % 0.5
a-naftol ve %5 silfurik asit iceren etanol ¢ozettsidaldirilip, 11FC'da hotplate
Uzerinde 5 dakika isitildi. Goruntr hale gelen &athdratlarin  miktarlari

densitometre ile karbonhidrat standartlar kullarak tespit edildi.

3.2.2. Maltogenazin Eupergit C ildmmobilizasyonu

0.3 gr Eupergit C tzerine ilk olarak 0.5 M (WtEO, iceren 10 ml kalsiyum
asetat tampon c¢ozeltisi (25 mM, pH 5.5) ve dahaas&® ul Maltogenaz 4000L
enzimi ilave edilerek 150 rpm’de bir calkalayicioda sicakiginda 40 saat tutuldu.
Suzintide bulunan ve Eupergite kovalent olaraldmaams enzimin ayriimasi
icin, eupergit C sinterlenmicam filtre kullanilarak stizuldi ve 1 M NaCl ihtieden
Ca-asetat tampon ¢ozeltiyle (25 mM, pH 5.0) yikgBd« 20 ml).

3.2.3. Enzim Aktivite Tayini

25 ml kalsiyum asetat tampon ¢o6zeltide ( pH 5.0n®8) hazirlanmy %5 lik
maltodekstrin ¢ozeltisine ( 6 ) serbest enzim ilave edilerek 500 rpm’de magneti
karistiricida 5 dakika maltodekstrin hidroliz edildi. an maltoz miktari TLC
metodu ile tayin edilerek serbest enzimin aktivitespit edildi.

Immobilize maltogenaz, serbest enzim ile awartlarda % 5'lik MD
cOzeltisiyle muamele edilerek maltoz miktari taydildi ve serbest enzime goére

immobilize maltogenazin relatif aktivitesi bulundu.

3.2.4 Optimum pH ve Sicakigin Tayini
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30 ml farkli pH’larda ( pH 3.0, 3.5, 4.0, 4.5, 585, 6.0, kalsiyum asetat ve
pH 6.5, 7.0, 7.5, 8.0, 8.5, 9.0 KIPIO, ) tampon ¢ozeltilerinde (25 mM) hazirlargmi
%05 lik maltodekstrin ¢ozeltisine ( 6C ) serbest enzim ilave edilerek 500 rpm’de
manyetik kagtiricida 20 dakika maltodekstrin hidroliz edildilugan maltoz miktari
TLC metodu ile tayin edilerek serbest enzimin opitimpH’1 tespit edildi.

Immobilize maltogenaz, serbest enzim ile ayartlarda farkli pH’lardaki
% 5’lik MD ¢ozeltisiyle muamele edilerek maltoz rtaki tayin edildi ve immobilize

maltogenazin optimum pH’1 bulundu.

30 ml farkh sicakhklarda ( 45, 50, 55, 60, 65, 7®, 80, 85, 90 ve 9%C )
kalsiyum asetat tampon c¢ozeltisinde (pH 5.0 ve 28)rhazirlanmg %5’lik MD
cOzeltisine serbest enzim ilave edilerek 500 rpmmdnyetik kagtiricida 20 dakika

muamele edilerek serbest enzimin optimum sigakllundu.

Immobilize maltogenaz, serbest enzim ile ayartlarda farklh sicakliklardaki
% 5’lik MD c¢ozeltisiyle muamele edilerek maltoz rtaki tayin edildi ve immobilize

maltogenazin optimum sicagiitespit edildi.

3.2.5. Ky, Vinax Tayini

Farkli konsantrasyonlarda ( % 2,5, 5.0, 10, 15, 2B,) kalsiyum asetat
tamponunda hazirlangnMD c¢ozeltileri serbest ve immobilize enzim ile anz
aktivite tayin metodu ile aynsartlarda muamele edilerek 1. dakika sonunda

reaksiyon ortaminda ajan maltoz miktarlar tayin edildi.

Michaelis-Menten sabiti ( k) ve reaksiyonun maksimum hizi %) Hanes-

Woolf grafigi cizilerek hesaplandi.

3.2.6. Maltodekstrinden Maltoz Uretimi

Immobilize Maltogenaz 4000L, Ca(AcYampon ¢ozeltisinde (25 mM, pH 5.0)

hazirlanmg olan % 5'lik 25 ml maltodekstrin ile 60C’da muamele edildi.
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Reaksiyon ortamindan belirli zaman araliklariylmah 6rneklerdeki maltoz miktari,
TLC metoduyla tespit edildi.

Tablo 3.2.1immobilize enzim ile elde edilen maltoz miktari

Numune ak zamani 5. dak 20. dak 1. saat 2. saat 3. saat

Maltoz miktari
41.9 57 70.8 719 72.4
(% kuru &irhk)

Tablo 3.2.2.immobilize enzim ile elde edilen son (riiniin kompymis

Son Uriin Glikoz Maltoz Oligosakkaritler
% 14.6 72.4 13
(kuru girlik)

4. SONUCLAR VE TARTI SMA
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4.1.immobilizasyonSartlarinin Optimizasyonu

Eupergit enzim immobilizasyonu igin bir matriks @k uygun karakteristik
Ozelliklere sahip akrilik bir polimerdir. Eupergit’ farkli iki formu (Eupergit C ,
Eupergit C 250L) ticari olarak gmnabilir. Bu calgmada Eupergit C kullanilrgtir.
Farkli miktarlarda alinan Eupergit C'de yapilan iofnlizasyonda Eupergit C’'nin

miktarinin immobilizasyon verimini etkisi olmagigdzlenmgtir.
4.1.1. Tampon Cozelti pH’I ve Konsantrasyonunun Etisi

Tablo 4.1.1. de tampon c¢o6zeltinin pHInin immokakyon verimine etkisi
gosterilmitir. Immobilizasyon, 0.5 gr Eupergit C, %0 Maltogenaz 4000L, 25mM
Ca(Ac) tamponunun (pH 5.0, 5.5, 6.0) ve 25 mM (Ptamponunun (pH 6.5, 7.0,
8.0), 10 ml cozeltileriyle, 2&’da, 150 rpm’'de, ve 48 saat sureyle calkalayicida
inkiibasyon yapilarak gercekteildi.

Eupergit C ile yapilan immobilizasyonlarda geneldétral ve bazik pH
degerleri tercih edilmektedir [Crout and Hernaiz, 2000adoery and Fdelio, 2001,
Arroyo et al. 2001; Arroyo et al.2000 ]. Bu pHgaelerinde enzim tzerindeki amino,
tiyol ve hidroksil gruplari epoxy ile reaksiyonarmiek icin uygun yapidadirlar.
Asidik pH deerlerinde ise epoksi gruplari proteinlerin  karkbkse histidin
gruplariyla kovalent olarak Beanirlar [Katzir and Kraemer, 2000]. Asidik ortamda
pH 5,5ta en ylksek aktiviteyle immobilize olan Najenaz 4000L igin, pH
yukseldikgce immobilize enzimin aktivitesinin dncealp sonra artmasi ortamda
sekonder amin gruplarinin artan sayisindan ilelingktedir. pH 8,0’'de ise enzim
hizla inaktif olmaya bgdamistir ve boylece kovalent wmnan enzimler aktivite
gostermemektedir.

Tablo 4.1.1.Immobilizasyon pH'inin immobilize enzimin aktivites etkist
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pH Immobilize Enzimin Aktivitesi
% b

50 27

3,5 45

6,0 40

6.5 42

7,0 46

8,0 35

“iImmobilizasyonsartlari: 0.5g E.C, 5@ Maltogenaz 4000L, 10 ml tampon ¢ozelti,’@5
150 rpm, 48 saat.

®immobilize enzimin maltodekstrini relatif hidrolizani: immobilize enzimin aktivitesinin
ayni miktardaki serbest enzimin aktivitesine odganiSerbest enzimin 25 ml (25 mM pH 5.0
Ca(Ac)) %5'lik MD gozeltisiyle 60C'da 5 dakikada okturduzu maltoz miktari %100
olarak alinmytir.

1 M (PQ*) tamponunun d#sik pH'lardaki cozeltilerinde yapilan
immobilizasyonlarda verim en yuksek pH 7,0'de elddildi (Tablo 4.1.2.).
Immobilize olan enzimin aktivitesinin artan iyogiddetiyle birlikte yikseldii
gozlendi.

Tablo 4.1.2.1M (PQ*) Tamponunun immobilize enzim aktivitesine etkisi

pH Immobilize Enzimin Aktivitesi
% b

5 29

55 46

6 49

6,5 51

7 54

7,5 27

“immobilizasyonsartlari: 0.5g Eupergit C, 50 Maltogenaz 4000L, 10 ml tampon ¢ozelti,
25°C, 150 rpm, 48 saat.

®Immobilize enzimin maltodekstrini relatif hidrolizant immobilize enzimin aktivitesinin

ayni miktardaki serbest enzimin aktivitesine ogani
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4.1.2 Immobilizasyona Amonyumsiilfatin Etkisi

Potasyum fosfat ve amonyum sulfat gibi belirli @mh yiksek
konsantrasyonlarda kullanilmasi ile matriks Uzeskidreaktif epoksit gruplara
affiniti ligandlarin immobilizasyon verimi arttirmistir. Matriksin epoksi yilizeyi ve
affiniti ligand arasinda tuz-etkili hidrofobik et&gimin buna sebep olgw
distindlmektedir [Wheatley and Schmidt, 1999; Schmit98]. Reaktif epoksi
gruplara yakin affiniti ligandin konsantrasyonunidakis epoksit ve affiniti ligand

tzerindeki nukleofilik gruplar arasindaki reaksiymzinin artmasina sebep olur .

Amonyum silfat miktarini optimize etmek icin yamlaeneylerin sonuclari
Tablo 4.1.3'de gosterilrgiir. 0.5 M amonyum silfat iceren, 10 ml 25 mM CaJAc
tampon coOzeltisiyle yapilan immobilizasyonda, imihige enzim en yuksek
aktiviteyi gostermytir. Destek ylizeyi ve enzim arasindaki yaksma tuz etkili
olmaktadir; boylece reaktif epoksit gruplar yakdaki enzimin etkin nukleofilik
gruplarinin konsantrasyonunun artmasiyla sonuclguoarak aciklanabilen bu etki
baglanmayi arttirdl varsayilir.

Immobilizasyon tampon c¢ozeltisine eklenen 0.5 M (NSO, asidik
pH’lardaki immobilizasyon verimininin %55’e cikmasisalamistir. Daha yiksek
pH’larda Maltogenaz 4000L'nin inaktif olmayag@masi, immobilize olan enzimin
katalitik aktivitesini yitirmesine sebep olabil@ptimum pH’inin pH 5.0-5.5 oldiw
g6z o6ndne alinginda bazik ortamda immobilize olan enzimin ylUksekaktik
aktivite gostermemesi beklenebilir. Ayrica bazik'géd ortamdaki sekonder amino
ve tiyol gruplarinin sayisinin artmasiyla enzim #&poksit gruplari arasindaki
reaksiyonun amonyum silfatin etkisiyle artip enmimkatalitik aktivitesini
gostermesinde etkin olan amino asitlerle de reaksiyapmasi sonucu immobilize

enzimin aktivitesinde azalma gozleryroiabilir.
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Tablo 4.1.3.Amonyumsdilfat miktarinin immobilize enzim verimigtkisi®

Amonyumsiilfat Immobilize Enzimin Aktivitesi

(Mol/L) %"

0 45

0,5 55

1 45

15 37

2 23

0,2 48

0,3 51

0,4 52

‘Immobilizasyonsartlari: 0.5 g EC, 58 Maltogenaz 4000L, 25mM pH 5,5 Ca(Ac)
tamponu, 2%C, 150 rpm, 48 saat.

*Immobilize enzimin maltodekstrini relatif hidrolizani: Immobilize enzimin aktivitesinin
ayni miktardaki serbest enzimin aktivitesine ogani

4.1.3.immobilizasyon siiresinin immobilize enzim aktivitesie etkisi

Herhangi bir enzim immobilize edilginde b&lanma verimi, aktivite verimi ve

immobilize enzimin operasyonel karagalimmobilizasyon stresine pladir.

Tablo 4.1.4.’de goruldiu gibi en yiksek immobilizasyon verimi 40 saat
surede yapilan immobilizasyonda elde edildi. Dahanustreli immobilizasyonlarda
ise verim digmeye balamistir. Hernaiz tarafindan yapilan bir gahada
immobilizasyon slresi 24 saatten daha fazla g@ldda immobilizasyon verimi

distigl gozlenmytir.
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Enzimin aktif sitesinde rol alan aminoasitlerinaartimmobilizasyon suresiyle
birlikte epoksit gruplari ile yapaga reaksiyon sayisinin artmasida enzimin
aktivitesinin kaybolmasina sebep olgealan immobilize enzimin katalitik aktivitesi

azalms olabilir.

Tablo 4.1.4.Immobilizasyon suresinin immobilize enzimin aktigitee etkis?

Sure Immobilizasyon Verimi

(saat) %"
5 12
10 38
20 50
30 54
40 60
50 55
72 50
96 42
120 36

*immobilizasyonsartlari: 0.5 g EC, 58 Maltogenaz 4000L, 25mM pH 5,5 Ca(Ac)
tamponu, 0.5 M (Ng),SO, 25°C, 150 rpm

*immobilize enzimin maltodekstrini rélatif hidrolizani: immobilize enzimin aktivitesinin
ayni miktardaki serbest enzimin aktivitesine ogani
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4.2 . immobilize Enzimin Karakterizasyonu

4.2.1. Optimum pH ve Sicakigin Tayini

Sekil 4.2.1. de goruldgl gibi serbest ve immobilize enzimin her ikisi igen
optimum pH arafii pH 5.0-5.5 olarak tespit edildi. Yiksek pH geéderinde

immobilize enzimin daha aktif olgu belirlendi.

—— serbest enzim

100 - /E’ —{_— immobilize enzim
NS
pd
[] /I
80 4 RD
AN
N ]
@ 60
= .
£ \
04 Dig
20 -
[
0 I I I I I I I 1
2 3 4 5 6 7 8 9 10

Sekil 4.2.1.Serbest vémmobilize Maltogenaz icin % aktivite-pH graifi
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—— serbest enzim
—{— immobilize enzim
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[ 1
AN

Relatif Aktivite %

Sekil 4.2.2.Serbest vémmobilize Maltogenaz icin % aktivite-sicaklik gigfi

4.2.2. Kn,Vmax Tayini

Immobilize ve serbest enzim igin en yiiksek aktiite25 lik MD substrat
cOzeltilerinde elde edildi. 5@ serbest enzim kullanilarak yapilan hidrolizin 1.
dakikasinda numune aligginda ortamdaki maltoz konsantrasyonu 16,5 g/l gidu
bulundu. 300 mg Eupergit C'de kovalent immobilizero Maltogenaz ile ayni
sartlarda yapilan hidroliz sonucu elde edilen ¢cédeki maltoz konsantrasyonu ise

8,3 g/l olarak bulundu.
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B Serbest Maltogenaz
O Immobilize Maltogenaz .

16 1

[y
o N
1 1

maltoz miktari (g maltoz/L.dak)
N
1

T T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250
maltodekstrin miktari (g/L)

Sekil 4.2.3.Serbest vémmobilize Enzimicin Michaelis-Menten Grafi

Serbest enzimin ¥.x degeri 19.4 g.maltoz / L.dak, Kdeseri ise 41,9 g MD/ L
olarak bulunduimmobilize maltogenazin Vm ve Km gkrleri ise sirayla 10,6 g
maltoz / L.dak ve 62.1 g MD / L olarak belirlendi.

Immobilize enzim Km dgerinin buyik ¢ikmasi, eupergit C nin hidrofobik
yapida bir matriks okuyla veya immobilize olan enzimin substratglamma

bdlgesinde meydana gelebilecek bigidilikle aciklanabilir.
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Yukarida aciklanan sebeblere ilave olarak bir kisnmobilize enzim inaktif
olarak matrikse hdanmasiyla immobilize enziminydezerini 10.6 g maltoz /L.dak

ya digurmstar.

30 B immobilize enzim
[J serbest enzim

maltodekstrin(g).dak / maltoz(g)

0 T T T T / T T T T
-200 -100 0 100 200
maltodekstrin (g/l)

Sekil 4.2.4.Serbest vémmobilize Enzim igin Hanes-Woolf Gréfi

4.2.3.Iimmobilize Maltogenazin Aktivite Kararlili ginin Incelenmesi

Immobilize enzimlerin bdica avantaji reaksiyon ortamindan ve uriinlerden
kolayca ayrilarak yeni substrat cozeltileriyle tmktekrar ve sirekli sistemlerde ise
kazandg kararliiktan dolayr ¢ok uzun sireli olarak kuliabilir olmasidir.
Eupergit C'ye kovalent [@anan Maltogenaz ile aktivite-batch deneyleri yagak
tekrar kullanilabilirlik kapasitesi gozlendi, enzird0 batch kullanimdan sonra

aktivitesini korudgu gozlendi.
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BATCH SAYISI

Sekil 4.2.5.immobilize Maltogenazin aktivite-batch gigifi

Bununla birlikte immobilize enzimle aktivite-giin reyleri 30 gun sureyle
yapildi. Immobilize enzimin aktivite-giin deneyleri sonuglagekil 4.2.6’da

gOsterilmitir.

Immobilize enzimin uzun sireli kullanilabiligi test etmek icin; immobilize
enzim 30 gun sdresince ve ayrica 20 batch reaksspomunda aktivitesi 6lculda.
Sekillerden de goruldgil gibi enzim aktivitesini 20 batch reaksiyon simesi veya
30 gln sureyle % 5 oraninda bir azalma gldbulunmgtur. Bu azalmanin buyuk
bir kismi ise aktiviteyi 6lgmek icin alinan numuimenginde bir miktar immobilize
enziminde olmasidir ve bir ggr sebep ise batch reaksiyonlari arasindaki suizmele

esnasinda bir miktar immobilize enzimin filtregka Gzerinde kalmasidir.
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Sekil 4.2.6.immobilize Maltogenazin aktivite-giin grgifi
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