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VHb, heterolog hiicrelere yiiksek oksijen alim yetenegi ve daha iyi cogalma
karakteristikleri kazandirmasi ile bilinen bir prokaryotik hemoglobindir. VHb’nin
popiilaritesinin ve yaygin olarak bakterilerde kullanilmasinin sebebi Ozellikle diisiik
oksijen konsantrasyonlariin negatif etki yarattig1 birgok biyotiiretim olayinda bu proteinin
potansiyelinin olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu nedenle VHb’nin iiretimi belli oksijen
seviyesine bagli olan a-amilaz {izerindeki potansiyelinin arastiritlmasi baslica hedefler
arasindadir. Bu amagla vgb ve amy (pMK79) tasiyan E.coli rekombinanti a-amilaz tiretimi
icin ortam bilesenleri ve ortam kosullarinin optimum degerleri incelenmistir.

Bu ¢alismada a-amilaz iiretimi i¢in optimum ortam kosullar1 (pH, fermantasyon

sicakligl, calkalama hizi, as1 miktar1) ve ortam bilesimi (glikoz, nisasta, pepton, Na;HPO, ,



YE, KH,PO,4, NH4Cl, CaCl,) aktivite iizerine etkileri cevap ylizey yontemi kullanilarak
belirlenmistir.Ayrica fiziksel ortam olarak baslangic pH’s1 , karistirma hizi, sicaklik ve
asilama miktarinin da aktivite iizerine etkileri incelenerek optimum kosullar elde
edilmistir. Deneysel tasarimlar Design EXpert (6.0) programi kullanilarak yapilmis ve
sonuglar degerlendirilimistir. Calismanin sonucunda o-amilaz aktivitesini maksimum

yapan ortam kosullar1 ve ortam bilesenleri belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: o-Amilaz, Mikrobiyal enzim iretimi, Escherichia coli,
Rekombinant DNA Teknolojisi, Cevap Yiizey Yontemi (CYY)
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VHb is prokaryotic hemoglobin which is known for its ability to make heterologous
cells gain high oxygen uptake and better reproduction characteristics. VHB is thought to
have a potential especially in bioproduction cases where low concentrations of oxygen has
a negative effect and that’s the reason for the popularity and its common usage in bacteria.
For this reason, investigation of VHb's potential on the production of a-amylase which is
dependent to a certain level of oxygen among the main targets. For this purpose, media
components and optimum media conditions for the production of VGB, and Amy
(pPMKT79) carrying E. coli recombinant a-amylase was investigated.

In this study the optimum conditions (pH, the fermentation temperature, agitation

speed, the amount of vaccine), and the composition of the media (glucose, starch, peptone,

Vi



Na;HPO,, YE, KH,PO4, NH,4CI, CaCl,) were determined for the production of a-amylase
by using the response surface methodology . In this study, peptone, Na,HPO,, YE,
KH,PO,4, NH,4CI, CaCl,, starch and glucose concentrations were chosen as independent
variables while the activity has been chosen as the dependent variable. In addition,
optimum conditions were obtained by investigating the effects of the initial pH, the mixing
speed, temperature and the amount of vaccination on the activity. Experimental designs
were performed by using the Design Expert (6.0) methoh and the results were evaluated. It
was determined the optimum conditions and media components a-amylase activity by this
study.

Keywords : a-Amylase, Microbial production of enzymes, Escherichia coli,

Recombinant DNA technology, Responce surface methody.
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1. GIRIS

Enzimler canli hiicrelerde iiretilen ve organizmadaki tiim reaksiyonlarin 1liml
kosullarda gergeklestirilmesini saglayan, bunlar1 diizenleyen ve protein yapisinda olan
biyolojik katalizorlerdir (Pekin, 1983; Sarikaya,1995). Enzimler; kimyasal yapilari,
gorevleri, hiicreden bagimsiz olarak etki gosterebildikleri ve diger bazi &zellikleri
aydinlatildiktan sonra cesitli amaclar i¢in yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir
(Telefoncu, 1997).0Onceleri bilingsiz olarak ekmek, peynir, bira gibi baz1 gida maddelerinin
yani sira ¢esitli deterjan ve temizlik maddelerinin tiretiminde de kullanilmistir (Pazarlioglu,
1997). Enzimlerin ayrica kimya endiistrisinde ve biyolojik savasta da kullanim alam
bulunmaktadir. Endiistride kullanilan bu enzimler genellikle diger kaynaklara gore daha
avantajli olan mikrobiyal kaynaklardan {iretilmektedir (Pazarlioglu,1997). Mikrobiyal
enzimlerden ise a-amilaz enzimi gida endiistrisinde, meyve suyu endiistrisinde, deterjan
endiistrisinde ve tekstil endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Pazarlioglu,1997;
Telefoncu,1997;Sarikaya,1995).

a-Amilaz enziminin endistriyel {iretimine ilk kez Japonya’da 1939 yilinda Bacillus
subtilis kullanilarak baslanmustir (Sarikaya,1995). Bugiin o-amilaz enzimi iiretiminde
kullanilan diger mikroorganizmalar igerisinde Aspergillus niger, Aspergillus oryzae gibi
bazi funguslar ile Pseudomonas, Saccharophila, bazi Bacillus ve Clostridium tiirleri ve alt
tirleri sayilabilir. Fungal o-amilazlar sicakliga, bakteriyel a-amilazlara gore daha ¢ok
duyarli oldugundan iizerinde calisilan asil enzim kaynagini daha ¢ok bakteriyel a-amilazlar
olusturmaktadir. Bu enzim hayvan ve bitkilerde bulunmasina ragmen endiistriyel olarak
mikroorganizmadan elde edilmektedir. Bu baglamda, giinlimiizde endiistriyel enzimlerin %
60’1 rekombinant teknolojilerin bir sonucudur (Sarikaya,1995).

Diisiik dogal ekspresyon seviyeleri, birgok enzimin dogal kaynaklarindan izole
edilmesini ve ¢alisilmasini zorlastirmaktadir. Rekombinant DNA teknolojisinin gelisimi ile
birlikte, bu teknik zorlugun istesinden gelinmektedir. Giinlimiizde, temel olarak,
fonksiyonu bilinen veya bilinmeyen herhangi bir enzimi kodlayan gen veya cDNA izole
edilebilmekte ve uygun bir ekpresyon sistemine klonlanabilmektedir. Bugiin, birgok enzim

gerek endiistriyel anlamda ve gerekse akademik anlamda olsun rekombinant olarak



tiretilebilmektedir. Rekombinant DNA teknolojisi enzim iretiminde, rekombinant
olmayan enzimlere gore 2 6nemli avantaja sahiptir;

e Kaynak kullanimi probleminin ¢ziilmesi: Bazi enzimlerin dogal ortamlarinda diistik
konsantrasyonlarda {iretilmesi, bu enzimlerin biiylik miktarlarda tiretilme zorlugunu
arttirmakta veya imkansiz hale getirmektedir. Uygun ekspresyon sistemlerinin kullanimi

ile bu problem asilmaktadir.

e Kaynak giivenligi probleminin ¢oziilmesi: Bir¢ok enzim, dogada tehlikeli veya
patojenik tiirler tarafindan tretilirler. Bu durum, ham maddelerin bu organizmalardan elde
edilmesini zorlastirmakta ve elde edilecek son tiriinde zehirli bilesenlerin var olma
ihtimalini artirmaktadir. Patojen ve zehirli olmayan konakg¢i bir hiicrede rekombinant

tiretim yardimiyla bu zorluklarin tistesinden gelinebilmektedir (Walsh, 2002).

a-Amilaz iretiminde de smirlayic1 faktorlerin basinda biiylime ortaminda oksijen
seviyesindeki dalgalanmalar gelmektedir. Yiiksek (atmosferik) ve diisiik (mikroaerobik)
oksijen sartlarinda enzimin sentezi baskilanirken, belli kritik oksijen konsantrasyonlarinda
ise enzim tretimi indiiklenmektedir. Ortam oksijen seviyesindeki dalgalanmalar1 kontrol
etmek icin geleneksel olarak eksojen kaynakli oksijen transfer yontemi kullanilmaktadir.
Vitreoscilla hemoglobini (VHDb) son yillarda kesfedilen ilk prokaryotik hemoglobin olup,
bu proteinin ¢esitli endiistriyel proseslerdeki kullanim potansiyeli ancak son yillarda
anlasilabilmistir. Bu baglamda, 6zellikle diisiik oksijen konsantrasyonlarinin negatif etki
yarattifi  birgok biyoiiretim olayinda bu proteinin potansiyelinin  olabilecegi
distintilmektedir.

Bu tez kapsaminda, heterolog hiicrelere yiiksek oksijen alim yetene§i ve daha iyi
cogalma karakteristikleri kazandirmasi ile bilinen VHb’nin a-amilaz {izerindeki
potansiyelinin arastirilmasi baslica hedefler arasindadir. Bu amagla vgb ve amy (pMK79)

tasiyan Escherichia coli rekombinanti ile a-amilaz iiretimi ¢aligilmustir.



1.1. Enzimler

Buglinkii modern enzim teknolojisi 1874’de Danimarkal1 kimyager Christan Hansenin,
kurutulmus sigir midelerinden renet enzimi tuz ekstraksiyonu ile elde etmesiyle
baslamistir. Bu preparat, endiistriyel amagla iiretilmis ve nispeten saf olan ilk enzimdir.
Enzim iretimi daha onceden yapilmis uzun evrimsel islemler sonucu ulasilmistir.
Enzimler, yag enzim acisindan sebze olarak ya da ekmek yapimi gibi ¢esitli amaglarla
kullanilan  mikroorganizmalar olarak, insanoglu tarafindan yiizyillar boyunca
kullanilmistir. Enzimlerin antik caglarda peynir yapiminda kullanildigina iliskin ipuglari da
vardir. M.O. 800 yili civarinda yazilmis olan iinlii ilyada ve Odessi epik siirinden oglak ya
da koyun midelerinin ki bunlarda sigir midesinde bulunan enzimin aynis1 bulunmakta,
peynir yapiminda kullanildig1 anlagilmaktadir (Sagiroglu, 1999).

Enzimler dogal katalizorler olarak islev gorerek hiicre igerisinde olusan tepkimelerin
hizin1 belirleyen, tepkimeye girdiklerinde ilk hallerinde tepkimeden ¢ikan ve biitiin canli
organizmalarda bulunan biiyiik protein molekiilleridir (Kilig, 2002).

Enzimler, canli igin yasamsal onemi olan pek ¢ok fonksiyonun kontroliinde rol alirken,
bir yandan da organizmada hemen hemen biitlin kimyasal tepkimelere katilarak,
olusumlarini inanilmaz boyutlarda hizlandirirlar. Enerji agisindan normal kosullarda hig
gerceklesemeyecek ya da ¢ok yavas gergeklesebilecek kimyasal tepkimelere katilarak,
kendileri bir degisiklige ugramadan, bu tepkimelerin ¢cok hizli bir sekilde gerceklesmesini
saglarlar. Kuramsal olarak bir enzim belli bir tepkimeye girip bir degisiklige ugramadan
ciktigr icin siirekli olarak ayni tiirden tepkimelere katilabilmelidir. Ancak enzimlerin de

belli bir dmrii oldugu i¢in gercekte bu durum bdyle degildir (Sagiroglu,1999).

1.1.1. Enzimlerin Ozellikleri

Biyokatalizor olan enzimler hiicre igerisinde iiretilmelerine ragmen birgok kez hiicre
disina salinarak aktivitelerine devam ederler. Enzimlerin bu 0&zellikleri endiistriyel
uygulamalarda kullanilmalarinin yolunu agmistir. Enzimin aktivasyonu, sahip oldugu
katalitik yapisindan kaynaklanmakta olup aktivasyonunu reaksiyon esnasinda enzim

tiiketilmeksizin gerceklesir.



Enzimin etki gosterdigi maddeye ‘substrat’ adi verilir ve enzimin adlandirilmalar
etkiledigi maddenin isminin sonuna —az(-ase) eki getirilerek yapilir. Biitiin enzimlerin
sifresi genler tizerindedir. Dolayisiyla amino asit dizilimi kendine 6zguldiir.

Dogada her metabolik reaksiyon enzimler tarafindan kontrol edilir. Enzim tepkimeye
girdiginde degisiklige ugramaz ve yapisini korur, bagka bir substrat ile tekrar reaksiyona
girer. Kimyasal katalizor maddelerin biiyiik cogunlugu bir¢ok reaksiyonu katalizleyebilir.
Fakat bunlar genellikle hem 6zgiil hem de secici degildirler. Buna ragmen enzimler
oldukca segici olup spesifik olarak katalize ederler. Enzimlerin bu o6zellikleri, enzim
molekiiliiniin seklinden kaynaklanir. Enzim substrat iliskisi ‘kilit-anahtar’ uyumu ile
agiklanmaktadir.

Enzimlerin bazilart iki farkli kisimdan olusur. Biiyiik protein molekiillerinden olusan
kismina apoenzim Ve aktivite gostermek i¢in gereksinme duyduklart kompleks organik
molekiillere koenzim (organik ya da inorganik kisim) denir. Koenzim kisminin organik
oldugu durumlarda, bu kismin apoenzime kovalent baglarla baglanmas1 séz konusu ise
prostetik grup olarak adlandirilir. Koenzim de (vitaminler olabilir) apoenzim de tek basina
islevsel degildir. Enzimlerin aktivite gostermeleri i¢in gerekli olan ve genellikle metal
iyonlarindan meydana gelmis olan gruplara kofaktdr veya aktivator adi verilmektedir.
Koenzim ve apoenzim birlikteligine holoenzim denir. Ornegin tiikiiriikteki amilaz nisastay1
yalmiz klor iyonlarinin (CI") bulundugu ortamda pargalayabilir. Canli biiyiimesinde bulunan
elementler, mangan (Mn*?), bakir (Cu*?), ¢inko (Zn*?), demir (Fe*?) ve diger elementler bu
enzimatik islevlerde aktivator olarak kullanilir (Achle,2004).

Bir enzim molekiilii genel anlamda globiiler (suda ¢o6ziinebilen) yapida bulunur ve
molekiil i¢i veya arasi baglar ile sekonder ya da tersiyer yapida tutulur. Proteinlerin bu
yapilar1 sicaklik ve pH daki degisiklikler ile bozulabilir. Bu nedenle, enzimlerin katalitik
aktivitesi pH ve sicakliga karsi hassastir. Sicakligin yiikselmesi, reaksiyona girecek
molekiillerin kinetik enerji ile yiiklenmesini saglar. Bu da etkilesime girecek molekiillerin
reaksiyon i¢in karsilagsma sansini arttirir.

Enzimler olaganiistii katalitik aktiviteye sahip molekiillerdir. Her enzimin Katalitik
aktivitesinin en yliksek seviyede oldugu bir sicaklik degeri vardir. Buna ‘optimal sicaklik’
denir. Bu degerden yiiksek sicakliklarda enzim yapisi molekiil i¢i veya arasi baglarin
kopmasi1 sonucu bozulmaya baslar. Ayni1 zamanda her enzimin en iyi ¢alistig1 bir pH aralig

(optimum pH) mevcuttur. Bu, enzimin molekiil yapisinin pH daki degisime bagli olarak
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etkilenmesinden kaynaklanmaktadir. Bazi maddeler ise enzimlerin aktif bdlgelerinin
tutulmast sonucu enzimin deformasyonunu saglayarak, katalitik aktivitesini diisiirebilir.

Bazen tamamen durdurabilir. Bu tiir maddelere ‘inhibitér’ adi verilir (Aehle,2004).

1.1.2. Enzimlerin Smmiflandirilmasi

Her enzimin 4 rakamli bir numaras: vardir. Ornegin; 3.6.1.3. "ATP fosfohidrolaz" da
birinci numara smifini, ikinci numara alt smifini, iiglincii numara grubunu, doérdiinci
numara da kendine 06zgli sira numarasini Verir. Buna gore enzim siniflar1 sunlardir:
1. Oksidorediiktazlar: Redoks tepkimelerini katalizler.

e Dehidrogenazlar: Elektron kazandirici tepkimeleri etkilerler.

e Oksidazlar: Elektron kaybeden tepkimeleri etkilerler.

e Rediiktazlar: Substrati bir rediiktdr araciligiyla indirgeyen enzimlere denir. Ornegin
asetaldehit rediiktaz, asetaldehiti alkole rediikler.

e Transhidrogenazlar: Bir molekiilden digerine hidrojen tasiyarak onu rediiklerler.

e Hidroksilazlar: Substratlarina bir hidroksil ya da su molekiilii katan enzimlere denir,
ornegin, fenilalanine hidroksilaz bir hidroksil grubunu fenilalanine ekleyerek onu tirozine
doniistiiriir.

2. Transferaz Enzimler: Hidrojenin disinda bir atomun veya atom grubunun (metil,
karboksil, glikozil , amino, fosfat gruplart) bir molekiilden digerine aktarilmasini saglarlar.
Dekarboksilazlar: Karboksilik asitlerden CO; ¢ikmasini saglarlar.

3. Hidrolaz Enzimler: Su molekiilii araciligiyla molekiillerin yikilmasin1 saglayan
enzimlerdir. Ester, peptit, asit anhidrit ve glikozidik baglarina etkiederler.

e Esterazlar: Ester bagini yikan enzimlerdir (lipaz, riboniikleaz, fosfataz, pirofosfataz,

glikozidaz).

e Proteazlar: Peptit bagini yikan enzimlerdir (proteinaz).

4. Liazlar: Su molekiilii ¢itkarmadan molekiilleri yikan enzimlerdir, 6rnegin C-C bagi,
aldolaz ve dekarboksilazla yikilir. Ayni sekilde C-O ve C-N bagini yikanlar da vardir.
5. izomerazlar: Molekiil i¢inde degisiklik yaparak onun uzayda dizilisini degistiren

enzimlerdir. Ornegin razemaz, epimeraz.



6. Ligazlar (Sentetazlar): Enerji kullanarak substrat molekiillerinin birbirine

baglanmasini; 6rnegin amino asitlerin ve yag asitlerinin aktiflesmesini saglarlar.

1.1.3. Enzim Kaynaklan

Dogada bulunan enzim kaynaklarini baslica 3 grupta toplayabiliriz. Hayvansal enzimler,

bitkisel enzimler, mikrobiyal enzimlerdir.
Hayvansal Enzimler: Hayvanlardan saglanan bazi enzimler 6zel kullanim alanlarinda
bazi avantajlar saglayabilir. Bu enzimler hayvanlarin atilan veya degerli olan organlarindan
elde edilir. Ornegin pankreas ¢ok zengin bir enzim kaynagidir. Buradaki proteinin %23
tripsinojen, %210-14 kimotripsojendir. Hazmi kolaylagtiran ve pankreatin olarak
isimlendirilen amilaz, proteaz ve lipaz gibi enzimleri igerir.

Rennet olarak bilinen kimosin peynir iiretiminde, siitiin koagiilasyonunda kullanilan

asit proteazdir. Bu enzim siitten kesilmemis danalarin midesinden elde edilmektedir.
Pepsin, proteolitik bir enzim olup domuzlarin mide mukozasinda bulunmaktadir. Sigir
karacigerinden elde edilen katalaz ise bir peroksidaz enzimi olup, organizmada olusan
H,O,’1 pargalayarak hiicrenin zarar gormesini Onler. Domuz pankreasindan tripsin,
kimotripsin at karacigerinden alkodehidrogenaz tiretilmektedir.
Bitkisel Enzimler: Bitkiler de bir¢ok enzime kaynak olmustur. Tropik bolgelerde uzun
zamandan beri kullanilan eti yumusatma etkisine sahip ve ¢ok yiiksek proteolitik aktiviteye
sahip olan papaya bitkisi proteaz ailesinden papain enzimi iiretimi i¢in yetistirilmektedir.
Ayrica, fisin enzimi incir agaci siitinden, bromealin enzimi ananas meyvesinden ve diger
baz1 bitkilerin 6z suyundan bol miktarda enzim izole edilmektedir. Bu bitkilerin en 6nemli
avantaji i¢erdikleri 6zsularin kolaylikla alinabilmesidir.

Hayvansal ve bitkisel kaynaklarin bazi temel dezavantajlar1 vardir. Enzim
ekstraksiyonunda kullanilan hayvansal dokular smirlidir ve taleplerin ani olarak
degismesine cevap veremez. Ayrica gerekli olan iscilik daha fazladir. Bitkisel kaynakli
enzimlerde ise kaynaklar sezona ve iklimlere bagl olarak degismektedir (Rehm vd., 1987).
Mikrobiyal Enzimler: Mikrobiyal hiicreler enzim kaynagi olarak biiyiik bir potansiyele
sahiptir ve onlar birgok avantaj saglarlar. Biiylik capta {iretimi mimkiin kilacak
yontemlerle {iretilebilirler. Ayrica mikroorganizmalarin ikilenme siireleri ¢ok kisa

oldugundan tiretim prosesleri kolaylikla pazar ihtiyaglarina uyarlanabilir (Telefoncu,1997).
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1.1.4. Enzim Kaynaklarimin Karsilastirilmasi

Enzim iretiminde kullanilan kaynaklar degerlendirildiginde mikrobiyal kaynakli
enzimlerin teknolojik ve ekonomik ydnden hayvansal ve bitkisel hiicrelerden elde
edilenlere gore daha avantajli oldugu belirtilmistir (Topal, 1985).

Ayrica mikrobiyal hiicrelerin disinda hayvan ve bitki hiicreleri de laboratuar 6lgeginde
bazi 6zel enzimlerin iiretiminde kullanilmaktadir. Ancak bu endiistriyel 6lgekte basarili
olma ihtimali azdir. Bitki hiicreleri mikrobiyal hiicrelerden ¢ok daha yavas olarak
biiytimektedirler. Bu durumda kiiltiir ortaminin kontaminasyon sansi artmaktadir. Hayvan
hiicreleri ise bir ¢ok iilkede yerli ticari hayvan popiilasyonlarinin korunmasi, hayvanlarin
ve hayvansal dokularin bir {ilkeden digerine tasinmasinda kati kisitlamalarin
uygulanmasina sebep olmaktadir. Diger taraftan hastaliklarin hayvanlar ve hayvansal
dokular vasitastyla bir iilkeden digerine yayilmasi biliyiik endiselere sebep olmaktadir.
Bitkisel ve hayvansal kokenli enzimlerin {iretilmesinde karsilagilan bu sorunlar mikrobiyal
kokenli enzimlere olan ilginin artirmasini saglamistir (Godfrey ve West, 1996). Yapilan
arastirmalara gore bitki ve hayvan hiicrelerinden elde edilen iiretimini devam ettirebilmek
mikrobiyal fermantasyonla elde edilen enzim maliyetinden 1000 kat daha fazla maliyet
gerektirmektedir (Topal, 1985).

Fermantasyon prosesinin esnekligi ve ¢ok yonliiliigi siitii koagiile eden renin enziminin
tiretiminde goriilmiistiir. Bu amagla buzagi midelerinden renin ve proteinaz igeren enzimler
ekstrakte edilmektedir. 1950’lerde daha az sayida kesim yapilmakla beraber daha fazla
peynir yapilmaya baslanmis ve peynir mayas: kithgr goriilmiistir. Bunun iizerine
mikrobiyal substituentini bulmak amaciyla 921 mikrobiyal tiir test edilip ve Endotthia
Parasitica kiifiiniin enzimi {irettigi belirlenmistir. Bagka bir tarama sonucunda Mucor
pusillus mikroorganizmasi bulunmustur. Halen siitii koagiile eden enzimler fermantasyonla
tiretilenler ve domuz ile sigir pepsini igeren buzagi reneti karigimiyla ticari bir yaris
halindedir.

Bir fermantasyon islemesi talebin seviyesine gore uygun ol¢ekte dizayn edilebilir. Bu
isletmeler cesitli riinler icin kullanilabilir ve taleplerin degismesiyle baska iiriinler
tiretilebilir.1970’lerin basinda temizlikte kullanilan proteinaza olan talep aniden diisiip ayn1
zamanlarda nisasta proseslerinde kullanilan enzime olan talep artmistir. Boylece proteinaz

iiretiminde kullanilan isletmeler amiloglikoksidaz iiretecek sekilde diizenlenmistir.
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Benzer reaksiyonlar1 katalizleyen farkli kaynaklardan elde edilen enzimler genellikle
farkli 6zelikler gosterirler. Bu farkliliktan dolay1 bazi kaynaklar tercih edilebilir. Ornegin;
tekstil endiistrisinde hasil alma isleminde 3 tip a-amilaz enzimi kullanilmaktadir. Bunlar
pankreas, bakteri ve malttan elde edilen amilazlardir.

Tablo 1.1.den yararlanarak bakteriyel kaynakli enzimlerin kullanilma nedenlerini sdyle
aciklayabiliriz (Sarikaya, 1995);

e Isiya dayanikli olmalari,
e Genis bir pH araliginda ¢alismalari,

e Hagil alma islemini kisa slirede tamamlayabilmeleridir.

Tablo 1.1. Amilazlarin etkili oldugu pH ve sicakliklar (Sarikaya, 1995)

a-amilaz cinsi | En uygun pH | En uygun sic., °C | Etkili oldugu pH | Etkili oldugu sic., °C

Pankreas 6.8 50-55 45-9.0 60-65
Malt 4.6-5.2 60-65 2.1-8.1 85
Bakteri 5.4-7.0 60-65 2.0-9.0 90 ve Usti

Bu c¢izelgeden yararlanilarak bakteri kaynakli amilazlarin kullanilma nedenleri; Sicaga
dayanikli olmalari, genis pH aralifinda calisabilmeleri ve hasil alma islemini ¢ok kisa

stirede tamamlayabilmeleridir.

1.2. Amilazlar

1.2.1. Amilazin Tarihgesi

Amilaz enziminin bugday nisastasi iizerinde pargalayici bir etkisi oldugu 1811 yilinda
Kirchoff tarafindan belirlenmistir. Ancak pargalama etkeni amilaz tanimlanamamuistir.
Benzer etkinin insan tikirigi ile elde edilebilecegi 1831 yilinda Leuch tarafindan
bulunmustur. Bernflend ise 1951°de tiikiirigiin bu 6zelligine Berzelius tarafindan pityalin
adinin verildiginin, 1833’de Payen ve Persoz’unise malttan nisastayr parcalayan bir
maddenin varligin1 ortaya ¢ikardiklarimi ve buna da diastaz admi verdiklerini
belirtmektedir. Ancak gilinlimiizde tiim nisasta parcalayan enzimler amilazlar olarak

bilinmektedir (Sarikaya, 1995).



Amilazlar glikoz birimlerinden olusan nisasta ve benzer polimer molekiillerini
pargalayarak, glikoz tinitelerinden meydana gelen daha kiiciik polimerler ve dekstrinler
gibi triinleri olusturan hiicre dis1 enzimlerdir. Bu enzimler dogada hayvanlar ve bitkiler
tarafindan da iiretilmelerine ragmen, mikrobiyal kaynakli olanlar kontrollii kosullarda kisa
stirede {irlin vermesinden dolay1 endiistriyel alanda asil kaynagi olusturmaktadirlar
(Fogarty,1983).

Karbonhidrazlarin en 6nemli kaynagin1 Bacillus olusturmaktadir. Bir karbonhidraz olan
a-amilaz enzimi ticari olarak kullanilan ilk enzimdir (Radley.,1976; Aira vd.,1983). a-
Amilazlar, nisastanin a-1,4 glikozit baglarina etki ederek glikoz, maltoz, maltotrioz ve a-
limit dekstrinlerin olusumunu saglar. Nisasta, ¢ok sayida glikoz molekiiliiniin farkl
sekillerde baglanmasiyla olusmus dallanmis polissakkarit bir bilesiktir. Baz1 bakteriler ve
mantarlar tarafindan iretilen o-amilaz, B-amilaz, glikoamilaz ve glikoizomeraz gibi

enzimler nigastay1 par¢alama yetenegine sahiptirler (Lee,1996).

1.2.2. Amilazlarin Siniflandirilmasi

Uluslararas1 Biyokimya Birligi’nin yaptig1 siniflandirmaya gore a- amilaz, eter hidrolaz
grubunda yer almaktadir ve o-1,4 glukanglukanohidrolaz (E.C.3.2.1.19) olarak
adlandirilmaktadir (Telefoncu, 1997).

Amilazlar endoamilazlar ve ekzoamilazlar olmak tizere iki kategoriye ayrilabilirler.

» Endoamilazlar

Endoamilazlar, nisasta ve glikojendeki a-1,4 baglarin1 farkli uzunluklarda diiz ya da
dallanmis oligosakkarit olusturacak sekilde hidrolize ederler. Cogu a-amilaz saf kristal
seklinde tretilebilmektedir. Endoamilazlara 6rnek olarak Aspergillus oryzae, B.subtilis,
pankreas ve malttan elde edilenler verilebilir. Endoamilazlarin molekiiler agirliklari,
sicaklik stabiliteleri, optimum aktivite gosterdikleri pH araliklar1 ve hidrolitik 6zelliklerinin
farkli oldugu anlasilmistir. Bundan dolayr a-amilazlar zincir uzunluklar: birbirinden farkli
olan oligosakkaritler meydana getirirler. Nisastanin tamamen ve ¢abuk pargalanabilmesi

icin prejelatinizasyona ihtiya¢ vardir. Bakteriyel o-amilaz jelatinize haldeki nisastay1



normal nisastaya gore 300, mantar a-amilazi 100 kat daha hizli pargalar (John ve Sons,
1998).

> Ekzoamilazlar

Intraseliiler Enzimler: Intraseliiler enzimler diisiik molekiiler agirliga sahip substratlar
tizerinde etkilidirler (John, 1987).
Ekstraseliiler Enzimler: Onemli ekstraseliiler enzimlerin hemen hepsi, yiiksek molekiiler

agirliga sahip substratlari pargalayan hidrolazlardir (Madsen vd.,1973).

1.2.3. a-Amilazlar ve Etki Mekanizmalar:

a-Amilaz enzimleri, bagl polizomlar {izerinde sinyal peptid ad1 verilen 6nciil bir protein
ile birlikte sentezlenir. Sinyal peptidler hidrofobik karakterlidirler. Bu peptidler a-amilaz
enziminin nereye yonlendirilecegini belirlemektedir. a-Amilaz ilgili bolgeye geldikten
sonra sinyal peptidler proteazlar araciligiyla enzim biinyesinden ayrilir ve serbest kalan
enzim de disar1 salgilanir. Ancak enzimin hiicre duvari boyunca mi1 yoksa spesifik kanallar
vasitasiyla mi salgilandigi heniiz tam olarak bilinmemektedir. o-Amilaz enzimlerinin
sentezi nisasta ya da daha diisiik molekiil agirlikli oligosakkaritler varhiginda uyarilir. o—
Amilazlar nisasta molekiillerindeki amiloz zincirlerinin 1,4 baglarina gelisi glizel etki
ederler. Ik etkinin helezonlar arasma diisen 1,4 glikozidik baglara oldugu kabul
edilmektedir. Bu sekilde zincir pargalara ayrilir ve bu kisalmig pargalar yeniden enzim
tarafindan etkilenir. Son iriin olarak 1/10’u glikoz ve 9/10’u maltoz olan bir karisim
meydana gelir. Enzim amilopektin molekiiliiniin hidrolizinde 1,6 glikozidik bag ile
karsilastiginda bu baga etki gosterememektedir. Amilopektin hidrolizi sonucunda glikoz ve
maltoza ilave olarak bir seri dalli sinir dekstrinler olusmaktadir. Dort veya daha fazla
glikoz igerikli bu dekstrinler orijinal yapinin 1,6 glukoz baglarinin timiinii icermektedir
(Sarikaya, 1995). Belli sayida glikoz iinitesi kalinca dallanma noktasina amilazlar etki
edemediginden bu dekstrinlere sinir dekstrin denmektedir. Ancak bu noktada etkili enzim

amiloglukozidazdir (Yazgan ve Aksoy, 1983).
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1.2.4. a-Amilaz Aktivitesine Etki Eden Faktorler

Amilazlar nisasta ve glikojen molekiillerini hidrolize eden ekstraseliiler enzimlerdir. Bu
enzimler hayvanlar ve bitkiler tarafindan da sentezlenmesine ragmen (Taylor ve Leach,
1995); kontrollii kosullarda kisa siirede {irliin elde edilmesinden dolay1 mikroorganizmalar
asil kaynagi olusturmaktadir. Mikroorganizmalar igerisinde Aspergillus niger, A.oryzae,
A.candidus gibi bazi funguslar ile Pseudomonas, Saccharophila, bazi Clostridium ve
Bacillus tiirleri ve alt tiirleri gelmektedir. Fungal a-amilazlar sicakliga bakteriyel o-
amilazlara gore daha ¢ok duyarl oldugundan {izerinde calisilan asil enzim kaynagini daha
cok bakteriyel a-amilazlar olusturmaktadir (Sarikaya, 1995).

Enzim protein yapisinda oldugundan enzim aktivitesini etkileyen faktorler; pH, sicaklik
gibi baz1 etkenlerdir. a-Amilazlarin optimum pH araligi enzimin elde edildigi kaynaga
gore farklilik gostermektedir (Wong, 1995). Ornegin Myxococcus coralloides’nin iirettigi
a-amilazin optimum pH degeri 6.5°dir (Farez-Vidal vd., 1992). Bacillus a-amilazlar ise
genel olarak 5.5-8.0 pH araliginda stabil olup, optimum aktivite gosterdikleri pH 4.8-6.5
arasinda bulunmaktadir.

Bacillus tiirlerinin tirettigi o-amilazlarin pH’lar1 arasinda da farkliliklar bulunmaktadir.
Buna gore; B. subtilis a-amilaz1 pH 5.8-6.0 (Sarikaya, 1995), B. licheniformis a-amilaz1 pH
5.5-7.0 arasinda (Wong, 1995), B. amyloliquefaciens a-amilazi1 pH 5.9’ da, B. coagulans a-
amilazi1 pH 7.5-8.5 arasinda optimum aktivite gostermektedir (Sarikaya, 1995). Bazi
Bacillus tiirlerinin ise alkalik (Boyer ve Ingle, 1972.; Sarikaya, 1995) ya da asidik a-amilaz
tirettigi saptanmustir (Sarikaya, 1995). B. alkolophilis subspecies halodurans i¢in optimum
pH 9.2 ve B. coagulans R3 i¢in bu deger 10.5 (Bezberuah vd., 1991) olarak belirlenirken,
B. acidocalderus 104-la i¢in 4.0-5.0 arasinda oldugu bulunmustur (Sarikaya, 1995).
Aspergillus oryzea icin optimum pH degeri ise 4.8-5.0 arasindadir. Thermococcale a-
amilazlarinin optimum pH araligi 3.5-9 arasindadir (Levenque vd., 2000). Clostridium
thermosulfurogenes SV 9 icin bu deger 6.5-7.5 arasinda degismektedir (Swany ve
Seenayya,1996).

Cesitli kaynaklardan elde edilen o-amilazlarin en iyi aktivite gosterdikleri sicaklik
derecelerinde de farklilik bulunmaktadir. Myxococcus coralloides’den elde edilen a-
amilazinin en iyi aktivite gosterdigi optimum sicaklik derecesi 28-45 °C (Farez-Vidal vd.,

1992,1995), B. acidocaldarius a-amilazi i¢in optimum sicaklik degeri 30-60 °C, B. subtilis
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a-amilazi i¢in bu deger 40-65°C (Sarikaya, 1995), Bacillus sp. JF susu i¢in 85-95°C (Jin
vd., 2001), B. amyloliquefaciens a-amilaz igin 30-37 °C’dir (Syu ve Chen, 1997). a-amilaz
kullanilarak nisasta islenirken, sicaklik 105°C ve iizerine ¢ikmaktadir. Bu gibi islemler
sonucunda enzim geri doniissiiz olarak termal inaktivasyona ugradigindan enzimde aktivite
kayb1 olmaktadir.

B.licheniformis a-amilazinin ise 100 °C iizerinde bile aktivite gosterdiginden
endiistride sik sik kullanilmaktadir (Wong, 1995; Sarikaya, 1995).

Sicaklik, pH gibi enzim aktivitesine etkili faktorlerin yan1 sira ¢esitli metal iyonlarinin
da aktiviteyi etkiledigi aragtirmalarla belirlenmistir. Enzim, aktivite gosterebilmek ic¢in
Ca'" iyonlarina ihtiya¢ duyan bir metallo proteindir. Kalsiyum, asir1 pH ve sicakliklarda
pepsin, tripsin ve papain gibi proteazlara karsi enzimi dayanikli kilmaktadir. a-amilazin
katalitik aktivitesi i¢in gerekli olan bu metalin enzime baglanma giicii enzim kaynagina
baghdir (Sarikaya, 1995). Klor iyonu da enzim stabilizasyonu i¢in gereklidir. Ayrica CI
iyonu enzim aktivatoriidiir. Enzim aktivitesini artiran bu gibi iyonlarin yani sira bazi
iyonlar ve maddeler enzim aktivitesini olumsuz etkilemektedir. Ornegin; Cu*?, Hg** ve
Pb*? gibi agir metaller enzimi inhibe etmektedir. Bunun yam sira iire ve diger amid
ayraclar1 a-amilazi inhibe etmektedir. M. coralloides susunun irettigi a-amilaz ise Hg*?,
Zn+2, Cu+2, Ag+2, Pb+2, Fe+2, Fe+3, EDTA ve glutaraldehit tarafindan giiglii sekilde inhibe
edilirken, Ni*? ve Cd*? enzime daha az etki etmektedir. Mg*?, Ba*™, Ca*? karboimid ve
fenilmetilsiilfonilflorid etki etmemektedir (Farez-Vidal vd., 1992).

a-Amilaz enzimlerinin ¢ogunun molekiil agirhigr yaklasik olarak 45000-60000 dalton
arasindadir ve genellikle enzim proteinin amino asit kompozisyonunda biiylik farklilik
yoktur. Ornegin; Bacillus stearothermophilus o-amilazlarmm molekiil agirligi 48000
dalton iken Bacillus subtilis a-amilazlarinin molekiillerinin agirligi 50000 daltondur
(Sarikaya, 1995). Bunun yani sira Kochhar ve Dua’nin (1990) B. amyloliquefaciens’ten
elde ettikleri a-amilazin molekiil agirligr 68000 daltondur. Farez- Vidal ve arkadaslari ise
Myxococcus coralloides’den elde ettikleri a-amilazin molekiil agirligini ise 22500 dalton

oldugunu gérmiislerdir (Farez-Vidal vd., 1995).
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1.2.5. a-Amilaz Enziminin Kullanildig1 Alanlar

a-Amilaz ticari olarak kullanilan ilk enzimdir. 1905 yilinda Japonya’da tekstil
endiistrisinde hasil alma islemi igin ticari amacla iiretilmistir. Tekstil endiistrisinde dokuma
sirasinda ipliklerin saglam olmasi ve kopmamasi i¢in iplikler nisasta igeren bir ¢ozelti ile
muamele edilir. Bu isleme hasillama (sizing) denmektedir. Kumas dokunduktan sonra
kumastaki fazla nisastanin uzaklastirilmasi islemine ise hasil alma (desizing) denmektedir
(Sarikaya, 1995). Hasil alma ajam1 olarak da yaygin olarak o-amilaz enzimi
kullanilmaktadir. Hasil alma isleminde bakteriyel kaynakli oa- amilaz kullanimi tercih
edilmektedir.

Daha sonraki yillarda a-amilaz enzimi nisasta isleme endiistrisinde nisasta sivilastirma
ajan1 olarak kullanilmustir. 1959 yilinda ise a-amilaz ve amilo glikozidaz kullanilarak
nisastadan toz ve kristal dekstrozun endiistriyel {iretimine baglanmistir (Sarikaya, 1995).

a-Amilaz enziminin diger bir kullanim alani ise firmcilik iiriinleridir. Ekmek yapiminda
gerek fermantasyon gerekse pisirme sirasinda ekmegin kabarmasini, hacim kazanmasini
saglayan CO; gazidir. Maya fermantasyonunun gerceklestirilmesi her seyden once ortamda
yeterli miktarda fermente olabilir sekerin varligina baglidir. Ancak unlarda maya faaliyeti
icin gerekli fermente olabilir seker miktar1 ¢ok diisiik (% 0.1-0.5), nisasta miktar1 ise ¢ok
yiiksektir. Amilaz enzimleri unda mevcut bulunan nisastay1 (% 4-10) ve jelatinize olmus
nisastay1 parcalayarak fermente olabilir sekerleri olusturmaktadirlar.

Ancak o-amilaz saglam bugdaydan ¢ekilen unda ¢ok az miktarda bulunmaktadir. Yine
unda bulunabilecek o-amilaz miktar1 un verimine bagl olarak degismektedir. Ulkemizde
bugday, ozellikle Orta Giineydogu ve Dogu Anadolu Bolgelerinde kurak sartlarda
yetistirilmektedir (Sarikaya, 1995).

Bugdaylarin olgunlasma devresinin sicak ve kurak gecmesi ve bu sartlarda hasat
edilmesi, protein miktar ve kalitesini artirirken a-amilaz aktivitesinin diismesine neden
olmaktadir. Dolayisiyla hasat mevsiminde yagmur altinda kalmamus silolama sartlarinda
¢imlenmeye yliz tutmamis bugday 6rnekleri, normal 6giitme islemiyle diisiik ve yetersiz a-
amilaz aktivitesi gostermektedir. Bu durum ekmeklik unlarda énemli bir problem teskil
etmektedir. Kaliteli ekmek iiretimi ig¢in optimum o-amilaz aktivitesi diisme sayis1 olarak
220 (200-250) amilograf pik viskozitesi olarak 500 B.U.(Brabender Unit)’dur. Halbuki

Tiirkiye bugdaylarinda gesitli arastirma sonucuna gore tespit edilen a-amilaz aktivitesi
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diisme sayis1 olarak 320-350, 315-449, 193-448 B.U. olarak tespit edilmistir (Elgiin ve
Ertugay, 1995). Dekstrojenik bir enzim olan oa-amilazlarin filizlenmemis saglam
bugdaylarda yeterli miktarda olmamasi unlarin mayali1 fermantasyon iirlinlerinin imalinde

kullanilmasi halinde a-amilaz takviyesini zorunlu kilmaktadir (Elgiin ve Ertugay, 1995).

Tablo 1.2. Amilazlarin uygulama alanlari (Atlas 1994).

Kullanilan Kaynak
v . . . Uygulamasi
endiistri | Bacillus | Apegillus
Alkol + + Sakkarifikasyon i¢in malt ilavesinden dnce nisastanin sivilagtirilmast
i¢in
Pisirme + Fermente edilebilir karbonhidratlarin oranmin arttirilmast.
maddesi
Icki + Arpanin hazirlanmasi, stvilagtirict ilavesi
— Hububatlarin fermentesini kolaylagtirmak, bira 6zelliklerinin
Igki + e
modifikasyonu
Yem + Yemlerde arpanin enzimatik olarak islenmesinin gelistirilmesi.
Deterjan + Yikamada temizleme giiciiniin arttirilmasi
Kasit + Kagidin yazma kalitesini arttirmak i¢in seker iiretmeksizin nisastanin
& sivilastirilmasi
Tekstil + Yiiksek sicakliklarda siirekli hasillama
Glikoz, friikktoz ve maltoz iiretiminde 6zsuda bulunan nisastay1
Seker + .
pargalayarak filtrasyonu gelistirmek

Ispirto iiretiminde de yine aym amagla o-amilaz enzimi kullanilmaktadir (Elgiin vd.,
1995). Alkol iiretiminde hammadde olarak kullanilan nisastali materyaller a-amilaz enzimi
ve amiloglukozoksidaz enzimleri ile muamele edilmektedir (Sarikaya, 1995).

Meyve suyu endiistrisinde de ozellikle elma ve armut sularinin berraklagtirilmasinda o-
amilaz kullanilmaktadir. Meyveler tam olgunlasmadan toplandiginda meyve halen nisasta
icermektedir. Bu durum ise meyve sularinda bulanikliga yol agmaktadir. Bu sorun ortama
a-amilaz ilave edilerek giderilebilmektedir (Sarikaya, 1995).

a-Amilazlarin diger bir kullanim alani ise deterjan tiretimidir. Enzimler deterjan katkisi
olarak ilk kez 1913 yilinda Alman kimyac1 Otto R6hm tarafindan kullanilmistir. Bu amagla
giinimiizde enzim iireticileri sivi ve toz her tip deterjan ic¢in farkli formiillendirilmis
proteazlar tiretmektedirler. Proteazlara ek olarak a-amilaz, seliilaz ve lipaz gibi enzimler de

deterjanlara katilmaktadir. Ayrica proteazlar disinda lipazlar, seliilazlar ve a-amilazlarin da
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yaygin kullanilmasinin desteklenmesi deterjan sektoriindeki enzimlerin farkli bakis acilar

kazanmasina neden olacaktir (Telefoncu, 1997).

1.3. Rekombinant DNA Teknolojisi

Molekiiler genetik arastirma tekniklerinin gelismesi arastiricilara farkli kaynaklardan
yani organizmalardan gelen DNA molekiillerinin in vitroda (hiicrelerin ait olduklar
organizmalarin disinda yapay ortamlar icinde yetistirilmeleri veya bulunmalari)
birlestirilebilme olanagi saglamistir. Farkli kaynaklardan gelen molekiillerin birlestirilmesi
ile olusan DNA molekiillerine rekombinant DNA denir. Rekombinant DNA {izerinde
restriksiyon endoniikleaz analizleri, DNA dizileme ve yonlendirilmis mutasyon gibi
genetik analiz ve manipiilasyonlar gerceklestirilebilir. Biitiin bu islemleri yapmak igin
kullanilan tekniklerin tamamina rekombinant DNA teknolojisi denir. (Ekici vd., 2006).

DNA ile ilgili islemler onun izolasyonu, g¢ogaltilmasi dizilis sirasinin analizi belli
yabanct DNA’nin plazmid ya da faj gibi tasiyict (vektdr) aracilifi ile prokaryot ya da
okaryot konake¢i hiicreye konulmasi ve faaliyetinin temini yani transkripsiyon ve
translasyon siirecinden sonra proteine doniisme seklinde gruplanabilir.

Yaygin kullanilan konake1 hiicre E.coli dir. Yabanci DNA c¢ogaltilip, saflastirilir ve
DNA dizilis siras1 belirlenir. Yabanc1t DNA’nin gen iiriinii biiyiik olgiilerde protein olarak
iretilmesi saglandiginda islem tamamlanmis olur (URL-1).

Rekombinant DNA teknolojisi dogal olarak bir arada bulunmasi miimkiin olmayan
DNA molekiillerinin yapay yolla bir araya getirilmesidir. Bu teknoloji 6 temel safay1 igerir.

1. Doku ya da hiicrelerden DNA izole edilmesi (Genomik DNA)

2. Bu DNA molekiillerinin RE (Restriksiyon Endoniikleazlar) denilen 6zel
enzimlerle kesilmesi.

3. RE ile islem gormiis DNA molekiillerinin vektor adi verilen tasiyici
molekiillere yiiklenmesi.

4. Vektor ve tasidigi molekiiliin faaliyet gosterecegi konakgr hiicreye nakli
(Transformasyon).

5. Konake¢r hiicre ve kendi genomu ¢ogalirken bu arada aktarilan DNA’da
cogalacagindan DNA molekiiliiniin klonlanmasinin saglanisi.

6. Klonlanmis DNA’nin konakgr hiicreden izole edilip incelenmesi.
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Bunlari sirasiyla inceleyelim;

1. Doku ya da hiicrelerden DNA izole edilmesi (Genomik DNA): Gen yalitim1 veya
izolasyonu, rekombinant DNA teknolojisinde, bir canliya herhangi bir genin istenen yon ve
bigimde yeni bir diizenleme i¢ine sokulmasindaki ilk asamadir. Islem icin degisik yollar
kullanilabilir. Bu yontemler su sekilde siralanabilir:

e Genellikle kullanilan yontemlerden biri, bir canlidan yalitilan ve saflastirilan DNA
molekiillerini, ¢ift zincirli yapilarin1 bozmadan parcalamaktir. Cogaltilmasi istenilen gen
pargalar1 bu pargalardan birinin i¢inde bulunur. DNA’nin pargalanmasi i¢in bazi mekanik
(kontrollii galkalama, ultrason uygulamasi gibi) yontemlerden yararlanilmakla birlikte,
giinlimiizde en basarili sonuglar kesme enzimleri (restriksiyon endoniikleazlar) ile
saglanmaktadir.

e Diger yontem ise DNA kopyasinin (cDNA) eldesidir. Bunun igin hiicrelerden
klonlanmasi amaglanan genin transkripsiyon iiriinlinii de iceren RNA yalitilir. Daha sonra
ters (revers) transkriptaz enzimiyle bu RNA molekiillerinin tamamlayicist olan DNA
kopyalar1 ¢ikarilir. Meydana gelen RNA/DNA melezinin RNA kismi enzimin riboniikleaz
H aktivitesiyle hidroliz edilip yok edilir, daha sonra DNA polimeraz aktivitesiyle cDNA
cift zincirli hale getirilir. Bu yontem o&zellikle Okaryotik genlerin prokaryotlarda
klonlanmasinda kullanilmaktadir.

e Son yillarda ¢ok basarili sonuglar saglayan baska bir yontem de, Polimeraz Zincir
Tepkimesi (PCR) ile gen yaliimidir. 1986 yilinda gelistirilen PCR yontemi DNA
molekiillerindeki istenilen gen bolgesinin canli hiicre i¢ine sokulmadan yalitilip
cogaltilmasina olanak verir. Genomdan secilen kiiclik miktardaki bir gen bolgesinin bile
milyonlarca kopyast bu yontemle yapilabilmektedir. Bunun i¢in sadece bu dizinin, en
azindan bir kisminin Onceden biliniyor olmasi gerekmektedir. PCR iiriini DNA’lar
klonlamanin yani sira dizi analizi, hastalik tanisi, genetik tarama gibi ¢esitli amagclar icin de
kullanilabilmektedir. PCR, rekombinant DNA teknolojisinin etkinligini ve giiciinii
arttirmig, hatta bazi yontemlerin yerini almigtir.

2. Restriksiyon enzimleri ve secimi: Belli bir gen diziliminden hedef DNA parcasinin
ayrilmasini saglamak iizere kullanilan yontem DNA molekiillerinin uygun restriksiyon

endoniikleaz enzimleri ile kesikli mikro-reaktorlerde enzimatik tepkimelerle kesilmesidir.
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Bakteriler tarafindan yabanct DNA’lar1 yok etmek icin sentezlenen bu enzimlerin diger
endoniikleazlardan en 6nemli farklar1t DNA’da daima belli hedef dizinleri segebilmeleri ve
hep ayni dizinde 6zgiil ve 6zglin kesme yapabilmeleridir. Endoniikleaz enzimleri, niikleik
asitler arasindaki fosfodiester baglarin1 keserler. Etkilerine gore ti¢ farkli restriksiyon
enzim smifi bulunmaktadir. Bunlar; endoniikleaz I, endoniikleaz II ve endoniikleaz III
enzimleridir.

Bunlardan endoniikleaz enzimi Il grubunda olanlar gen klonlanmasinda
kullanilmaktadir. Bu enzimler DNA’nin genellikle dort ile sekiz adet baz i¢eren kismini
secerler ve hedef dizini taniyarak kesme yaparlar. Yaptiklar1 kesme bi¢cimine gore kiit
(blunt) ya da yapiskan (sticky) u¢ DNA pargalar1 olusur. Bazi restriksiyon enzimleri ve
kesme bigimleri Tablo 1.3’de gosterilmistir.

Tablo 1.3. Bazi restriksiyon enzimleri ve kesme bi¢imleri (Selen, 2008)

Enzim Mikroorganizma Hedef dizin | Yapiskan/Kiit U¢ Kesim
EcoRlI Escherichia coli GAATTC Yapiskan
BamHI | Bacillus amyloliquefaciens | GGATCC Yapigskan
Bglll Bacillus globigii AGATCT Yapiskan
Pvul Proteus vulgaris CGATCG Yapiskan
Pvull Proteus vulgaris CAGCTG Kiit
Hindlll | Haemophilus influenzae Ry | AAGCTT Yapigma

3. Vektor adi verilen tasiyict molekiillere yiiklenmesi: Belirli bir uzunluktaki bir
DNA parcas1 veya bir genin intronlar koparildiktan sonra ¢cDNA’sin1 kapsayan DNA
parcast klonik DNA iizerinde daha detayli genetik caligmalar yapmak i¢in bu DNA’lar
genellikle vektorler iizerine nakledilir. Plazmidler, bakteriyofajlar, fagemidler, viriisler
veya yeast yapay kromozomlart vektdr olarak kullanilmaktadir. Vektorler {izerine
yerlestirilen bu DNA pargalarimin polimeraz zincir ydntemi ile uygun primerler

kullanilarak kopya sayilarini ¢ogaltmak miimkiindiir (G6ziikara, 2001).

4. Vektor ve tasidigr molekiiliin faaliyet gosterecegi konakgi hiicreye nakli
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5. Gen cogaltimi (Klonlamasi): Molekiiler klonlama veya gen klonlamasi,
rekombinant DNA molekiillerinin uygun bir konak hiicreye sokularak orada gogaltilmasi
islemine verilen addir.

Rekombinant DNA teknolojisi genelde, bir organizmadan elde edilen ve iginde istenilen
geni tasiyan DNA pargalarinin, tasiyict ozellikte bir DNA molekiiliine baglanarak
rekombinant DNA (cDNA) olusturulmasi, rekombinant DNA molekiillerinin uygun bir
konak hiicreye sokularak orada ¢ogaltilmasini kapsayan bir siireci izlemektedir. Bu siirecin
tanimlanmis bir DNA dizisinin yalitimi (izolasyonu) ve daha sonrasinda bunun birgok
kopyasini in vivo kosullarda iiretme asamalarini kapsayan kismi ise gen klonlamasidir.

Klonlama, ¢ogunlukla gen igeren DNA pargalarinin Kuvvetlendirilmesi igin kullanilir.
Bunun yaninda DNA’nin promotorlar, kodlanmamis diziler, kimyasal sentezlenmis
oligontikleotitler gibi kisimlarin1 ve nadiren kirilmis DNA’y1 kuvvetlendirmek igin de
kullanilabilir.

Bu siirecte konak hiicreler ¢ogaldik¢a rekombinant DNA molekiilleri yavru hiicrelere
gecerler ve yavru hiicrelerde de kopya sayilarini arttirirlar. Cok sayida hiicre boliinmesini
takiben olusan bir klonda hiicrelerin her birinde istenilen geni tasiyan cDNA
molekiillerinin bir ya da daha fazla sayida kopyasi bulunur. Buna gore, gen klonlamasi (ya
da DNA klonlamasi) tek bir genden kdkenlenen ve hepsi birbirinin ayni1 olan bir DNA
popiilasyonu elde etmektedir. Bu teknolojiyle ayrica ¢ogu kez klonlanmis bir genin kendisi
icin yeni konakta ifade edilmesinin saglanmasiyla iriiniin eldesi de amaglanmaktadir
(URL-2).

1.3.1. Rekombinant DNA Teknolojisinin Uygulama Alanlari

Rekombinant DNA teknolojisi uygulamalar1 6zellikle genetik miihendisligi ve
biyoteknolojide kullanilmaktadir. Diinya niifusunun %3-5’nin genellikle tedavi olanagi
bulunmayan kalitsal hastaliklardan etkilendigi bilinmektedir. Bu alandaki en biiyiik {imit
ve beklenti genetik bozukluklarin gen aktarimi yontemleriyle diizeltilmesi ya da etkin
tedavi yontemlerinin gelistirilmesidir. Kisa zamanda ¢ok genis bir uygulama alan1 bulan bu
yontemin ger¢ek degeri onlimiizdeki yillarda ¢ok daha iyi anlasilacaktir.

Bugiin rekombinant teknolojisi ile iiretilen pek cok {irlin tipta ve ¢esitli alanlarda

kullanmilmaktadir. Insan insiilin hormonu, insan biiyiime hormonu, eritropoitein,
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interleukinler, interferon antikuagulantlar, kan faktorleri, asilar ve biiyiime faktorlerini bu
arada saymak miimkiindiir.

Ornegin; eritropoitein molekiil agirligi 51.000 dalton olan bir protein hormonudur.
Bobrek bozuklugu olan insanlar bu hormon bakimindan efektlidir ve anemi goriilmektedir.

Rekombinant DNA teknolojisi ile tliretilen enzimler deterjan, seker ve peynir liretiminde
kullanilmaktadir. Bu teknoloji ile iiretilen bazi proteinler besin katki maddesi, ilave besi
maddesi aroma ve parfiim olarak sanayi ve ekonomide kullanilmaktadir. Gen miithendisligi
ile iretilen bazi enzimler yag ve mineral iiretiminde, yaglarin hidrolize edilmesinde ve
artik maddelerin defoksifiye edilmesinde kullanilmaktadir. Ayni teknoloji ile iiretilen bazi
bitkiler ise boceklere ve hastaliklara karsi daha direngli olmakta ve bu yolla meyve ve
sebze verimi artirilmaktadir. Bugiin pek ¢ok cinayet rekombinant DNA teknolojisinin
gelistirdigi teknikle ¢oziilmektedir. Su¢ mahalinde bulunan bir sa¢ teli suclu oldugu
diisiiniilen insanlarla karsilastirilarak gercek su¢luyu ortaya ¢ikarmak miimkiindiir.

Gelecek yillarda milyarlarca dolar ve is imkéanlar1 rekombinant DNA teknolojisi isinde
yatmaktadir. Bu nedenle iilkemizde bu teknolojiye gerekli dnem verilmeli ve gerekli

onlemler alinmalidir (Goziikara, 2001).

1.4. Rekombinant “Escherichia coli”

Genelde E.coli kisaltmas ile veya koli basili olarak bilinen Escherichia coli, memeli
hayvanlarin kalin bagirsaginda yasayan faydali bakteri tiirlerinden biridir.

E.coli, pediyatrist ve bakteriyolog olan Theodor Escherich tarafindan bebek diskilarinda
kesfedilmistir ve adin1 ondan alir; coli, "kalin bagirsaktan" demektir. E. coli, genel olarak
bakteri biyolojisinin anlasilmasi amaciyla iizerinde sikc¢a ¢alisilmis bir model organizma
olmustur.

E.coli, biyolojik smiflandirmada bagirsaklarda yasayan bakterilerden olusan enterik
bakteriler ailesinde yer alir. Bakteri gubuk seklinde olup, boyutlart 1-2 um uzunlugunda ve
0.1-0.5 pm g¢apindadir.

E.coli gram-negatif (Gram boyama prosediirii sirasinda Kristal viyola boyasini tutmayan
bakterilerdir) bir bakteri oldugundan endospor olusturmaz, pastorizasyon veya kaynatma
ile oliir. Memeli hayvanlarin bagirsaklarinda biiyiimeye adapte olmus oldugu i¢in en iyi

viicut sicakliginda ¢ogalir.
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Klonlama tekniklerinde en yaygi ve basit olarak kullanilan E.coli’den oldukca
yararlanilmaktadir. E.coli’nin kullanilmasindaki ana nedenler; kontrol edilebilir olmasi,
ucuza mal edilmesi, kisa siirede gogalmasi ve DNA yapisindaki gen haritasinin tamamen
biliniyor olmasidir. Ayrica antibiyotiklere olan direng &zelligiyle de pratikte kolaylik

saglamaktadir.

1.5. Cevap Yiizey Yontemi, (CYY)

Cevap Yiizeyi Yontemleri ilk olarak 1951 yilinda Box ve Wilson tarafindan
tanimlanmis ve gelistirilmistir. Box ve Wilson miimkiin olan en az sayida gozlem degeri
ile cevap ylizeyi iizerinde cevap degiskeninin maksimum degerini aldig1 noktaya ulasilmasi
amaglanan deneme diizenlerini ortaya koymuslardir. Bazi deneme diizenlerini
karsilastirilmis ve kompozit denemeleri tanimlamislardir (Mead ve Pike, 1975).

Cevap Yiizeyi yontemleri model regresyon analizi yardimiyla olusturulur. Bir faktoriin
ana etkisinin veya integrasyon etkisinin cevap degiskeninin degerlerinde ne derece 6nemli
bir etkiye sahip olduguna regresyon katsayilari yardimiyla karar verilir. Cevap ylizeyleri
yonteminde ilk adim cevap degiskeni iizerinde etkisi oldugu diisiiniilen faktorleri ve sahip
olduklar1 diizeyleri belirlemektir. Regresyon modelini olusturmak igin kurulacak olan
deneme diizenlerini genellikle bu iki kistas belirler.

Cevap Yiizeyi 40 yildan fazla bir zamandir birgok bilim dalinda basar ile
kullanilmaktadir. Yanit yiizeyi kullanarak iki veya daha fazla faktoriin; 6rnegin zaman
sicaklik ve ikisinin birlikte kalite kriterleri iizerine etkilerini arastirip optimum degerleri
bulunabilir. Sonuglar ii¢ boyutlu grafik halinde veya kontur haritasi olarak ifade edilebilir
(Joglekar ve May, 1987). Olduk¢a az sayida deneysel kombinasyon kullanilarak gergekte
test edilmeyen faktdr degeri ve bunlarin kombinasyonlar1 hakkinda tahmin yapilabilir.
Klasik metotlar buna cevap veremezken Cevap Yiizeyi Yontemi basarili bir sekilde cevap
verebilmektedir (Walker ve Parkhurst, 1984).

Box ve Wilson (1951), miimkiin olan en az sayida gozlemi kullanarak maksimum
sonucun elde edilecegi yanit yilizeyi noktasini bulmayi amaclayan desen sekillerini
tartismiglardir.  Konuyla ilgili olarak farkli deneme desenlerinin etkinliginin

karsilastirilmasi olarak karisik desen fikri Box ve Wilson tarafindan ortaya konmustur.
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Box ve Draper (1959) yanit ylizeylerin arastirilmasinda ilgili desen seciminde etken
olabilecek farkli nedenleri tartismislardir. Box ve Draper (1959,1963) RSM yo6ntemine
iliskin yanlis model tanimlamis olmalarina ragmen RSM yoOnteminin ne kadar etkin
oldugunu degerlendirmeye yonelik bir ¢alisma yapmuslardir. Yapilan calisma sonucunda
yanlis model tanimlanmasi durumda sapmanin 6nemli oldugu ve kullanicinin ciddi sekilde
model secerken bunu dikkate alinmasi gerektigi ortaya konmustur.

Sans oOrneklerini olusturan bireyler lizerinde yapilan goézlemler genellikle g¢esitli
faktorlere bagli olup bunlarla gozlemler arasindaki bagintilarin incelenmesi i¢cin Cevap
Yiizey Yontemi gelistirilmistir.

Bir faktoriin ii¢ seviyesi denendiginde bunlara ait verim degerleri diiz hat seklinde veya
parabolik olarak degisir. Parabolik etki varyans analizinde quadratik etki olarak ifade
edilir.

RSM, iiriin deseni ve gelistirilmesinde olduk¢a &nemli bir aractir. Ornegin 3 degisik
parametrenin {li¢ farkli faktoriin (bagimsiz degiskenin) muhtemel biitiin kombinasyonlari
test edilecekse 3°= 27 deneme yapilmalidir. Fakat RSM deseni kullanilarak bu ¢alisma 15
denemede test edilip sonuca varilabilir (Walker ve Parkhurst,1984).

RSM’de arastirmacilar genellikle sunlarla ilgilenirler;
1. Denemeye alinmayan faktor kombinasyonlar1 i¢in cevabi tahmin edilebilecek
uygun bir fonksiyonun olusturulmas.
2. Bagimli degisken fonksiyonunu optimum yaparak bagimsiz degiskenlerin
degerlerinin bulunmasi. Problemin optimizasyon sathasi, cevab1 maksimum yapan
X1, Xa,.....,Xn bagimsiz degiskenlerinin bulunmasini igerir.

Cevap Yiizeyin olusturma amaci, tiim faktér uzayinda belirli 6zellikleri saglayan bir
bolgeyi ve bu bolgeye ait optimum noktayr tahmin etmektir. Eger uyum saglanan
fonksiyon ilgilenilen bolgeyi yeterli bir sekilde temsil ediyorsa, uyumu saglanan ylizeyin
analizi sonucunda olusturulan esitlik gercek degeri biiyiik bir olgunluk derecesiyle tahmin

etmemizi saglar. Bu amagcla ¢alismalarda;

Y=f(X1 Xa,...... Xn) te (1.1)
esitligi esas alinir. Burada Y bagimli yanit degiskeni, f bagimsiz degiskenler olarak bilinen
kantitatif degiskenler olan Xj,Xp,.....,X,’in yanit fonksiyonu ve € de tesadiifi hata terimi
olmaktadir.
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1.5.1. Deneysel Dizayn

Deneysel dizayn olarak da bilinen istatistiksel deneysel dizayn en az sayida deneyle
maksimum bilgi elde etmek i¢in deneylerin nasil planlanacagi ve yapilacaginin
metodolojisidir. Deneysel dizayn, deneysel verilerin toplanmasi igin bir seri aragtir.
Deneysel dizaynin avantajlart sdyle siralanabilir.

e Deneysel hatalarin etkisini azaltir.

e Kontrol edilmesi gereken 6nemli parametreleri ve kontrol edilmesine ihtiya¢ olmayan
Onemsiz parametrelerin belirlenmesine yardim eder.

e Cok onemli olan etkilesimlerin 6l¢iimiine yardim eder.

e Deney parametrelerinin incelenen araliklari i¢inde en iyi sonucun arastirilmasina ve
verilerin ekstrapolasyonuna imkan saglar.

e Degiskenlerin birbirleriyle iligkilerinin nasil oldugunu tanimlayan grafiklerin
cizilmesine ve optimum iirlin veren degiskenlerin degerlerini belirlemeye imkan saglar.
Deneysel dizayn bir ¢cok alanda uygulanmaktadir. Bunlardan biri; degiskenler arasindaki

iligkileri aragtirmak ve ¢ok sayida degiskenden 6nemli olanlar1 belirlemektir.

Istatistie dayanan tiim prensipler giivenilir metot tarafindan kanitlanmis ve deneme,
hatalarla desteklenmistir. Kalite, nitelik ve tutarlig1 etkileyen degiskenleri anlamak icin
denemelere mantikli yaklasim gerekir. Coziim deneylerin dizaymidir. Bir ¢ok proses
boyunca uygulanan deneysel dizayn anahtar bir role sahiptir. Bu prosesler bir ¢cok faktor
tarafindan etkilenen kompleks sistemlerdir. Deneysel dizayn bu sistemleri i¢in optimum
formulasyonu ve islem kosullarini belirler ve dncelikli iligkilerin anlagilmasini saglar. Tek
faktor yaklasimi, faktorler arasindaki etkilesimleri g6z oniline almadigindan dolay: etkili
degildir.

Istatiksel deneysel dizayn sahip oldugu sayisiz avantajlariyla optimum cevabin
belirlenmesine yardimci olmaktadir. Bir veya daha fazla cevap iizerine birkac bagimsiz
degiskenin potansiyel etkisinin oldugu deneysel durumlarda uygulanir. Cevap degiskeni
deneysel c¢ikti olarak gozlenirken deneylerin dizayninda bagimsiz degiskenler kontrol
edilir. Eszamanli degiskenlerin degistirilmesi, zamanla tek bir degiskenin degistirildigi

duruma gore daha etkin sonuclar verir. Degiskenler arasinda etkilesimler degisik deneyler
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yapilmadik¢a goriilemeyen problemlere neden olabilir. Deneysel dizaynin iistiinliigii birkag
faktoriin eszamanli degistirilmesi ve her bir faktoriin bagimsizca degerlendirilebilmesidir.
Istatiksel deneysel dizayn deney yaparak gelistirmede detayli bir deneysel plan yapmak
icin etkin bir prosediirdiir. Iyi se¢ilmis dizayn verileri deneysel ¢alismalar i¢in maksimum
miktarda bilgi elde edilebilir. Cogu deneysel dizayna gore birkag yaygin basamak vardir.
[k olarak ¢oziilecek problemin belirlenmesidir. Prosesi etkileyen faktdrlerin belirlenmesi
ikinci asamadir. Ugiincii olarak farkli kombinasyonlarda faktdrlerin deneysel ¢alismada

incelenmesidir. Son olarak da en iyi sonug veren kombinasyonun segilebilmesidir.

1.5.2. Dizayn Taramalari

Bir veya daha fazla cevap iizerine ¢ok fazla sayida potansiyel etkiye sahip faktorlerin en
onemli olanmin belirlenmesi gereken durumlarda, uygulanan dizayn tarama deneysel
olarak isimlendirilir. Bu daha ileride arastirilacak faktorlerin sayisini azaltacaktir. Daha
ayrintili deneylerde maddi kaynaklarinin ve zamanin etkin sekilde degerlendirilmesi i¢in
onemli olmayan parametrelerin eliminasyonu Once yapilabilir. Dizayn tarama birgok
avantaja sahiptir; belirli degiskenlerin alt ve ist limit kontrol degerlerini belirleyerek
prosesin gelistirilmesine yardim eder. Islemler daha ekonomik bir yol ile etkin faktdrler
belirlenerek tekrar diizenlenebilir. Baska bir 06zelligi ise sonuglar anlasilabilir ve
degerlendirilebilir bilgileri elde eden yapisal bir yaklasim yoluyla gelistirilebilir. Sonuglar
matematiksel ifadeler olarak anlagilabilir bir tarzda etkin olarak degerlendirilebilir.

Tarama deneylerinin stratejisi asagidaki gibidir;
1. Tarama deneylerinde ihtiya¢ duyulan belirlemeleri yapmak,

2. Deney maliyeti ile kazanilan bilgileri g6z Oniine alarak deney sayisinin

belirlenmesi,

3. Biitiin degiskenlerin fizibilite yapilmasi.

1.5.3. Plackett-Burman Tarama Dizaym

Popiiler bir tarama dizayn1 1946°da R.L. Plackett ve J.P. Burman tarafindan gelistirilen
Plackett-Burman Dizayni’dir. Bu dizayn akillica kararlar alinsin diye sistem {izerine

parametrelerin etkisini incelemek amaciyla olusturulan, kalite kontrol prosesini gelistirmek
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icin tasarlanilir. Ortogonal dizileri tasarlayan Plackett-Burman dizayni, tarama igin
kullanmaktadir. Bu yontem kii¢iik dizaynlarda tiim ana etkilerin tarafsiz bir tahminini
verir. Degisik sayida ‘n’ faktoriyel ‘n+1’° adet Plackett-Burman dizayn deneyinde
taranabilir. Karakteristik 6zelligi ornek sayisinin 4’tin katlar1 seklinde olmasidir. Bu
dizaynin temel avantaji belli faktorlerin etkilerini hesaplamak i¢in minimum sayida
gbzleme ihtiya¢ duymasidir.

Plackett-Burman’in en oOnemli dezavantaji Ortlisen numunelerin ¢ok kompleks
olmasidir. Her bir temel etki, bu etkiyi igermeyen ¢ift yonlii bir etkilesimle Ortiigmiistiir.
PB dizayni bagimsiz parametrelerin etkilesimini aciklamaya imkan saglamaz. Bu yontem
onemli etkilesim olusturan temel parametreleri tanimlayabilir. Bu 6nemli temel faktorlerin
daha ileri analiziyle bu parametreler arasindaki etkilesimlerin tanimlanmasi ve belirlenmesi
gereklidir. Plackett-Burman dizayninin kullanimi tarama i¢in uygun bir tasarimdir. Bu
tarama islemlerini asagidaki gibi 6zetleyebiliriz;

e Faktorlerin secimi incelenen sistem hakkinda literatiir taranarak bilgi edinilmelidir.

e Faktorlerin seviyelerinin belirlenmesi, incelenecek bagimsiz degiskenlerin hangi
araliklarda olmasi gerektigi literatiir ve tecriibe ile saptanmalidir.

e Takip edilecek cevabin secilmesi,

e PBD matrisinin olusturulmasi, Plackett-Burman tarafindan onerilen modele uygun
olarak faktor sayisi ve incelenecek araliklar g6z Oniine alinarak yapilacak deneysel
caligsma programi olusturulacaktir.

e Deneysel plana uygun olarak tanimlanan deneylerin yapilmasi,

e Deneylerin tekrarlariin yapilmasi

e Model gelistirmek.

e Etkilerin istatiksel ya da pratiksel analizini yapmak,

e Istatiksel analizleri yorumlamak ve sonug ¢ikarmak,

e Eger gerekirse daha ayrintili modeller uygulamak ve sonuglara gére miimkiin olabilecek
gelismeleri 6nermek,

e Sonucun dogrulamasint gerceklestirmek.
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1.6. Kaynak Ozetleri

Vitreoscilla hemoglobin geni (vgb) tasiyan bir vektorle klonlanmis olan Escherichia
coli rekombinantinin farkli suslarindan yararlanilarak o-amilaz enzimi tretilmesi daha
once birgok calisgmada yapilmistir (Khosravi vd.,1990). Calismalar, vgb geni tasiyan ve
tasimayan E.coli ve diger bakterilerden sivi faz fermantasyonu ile a-amilaz iiretimi igin
ortam bilesimi, pH, sicaklik gibi parametrelerin etkilerinin incelenmesi; benzer
incelemenin tarimsal kati substratlar varliginda yapilmasi; her iki yontemle de iiretilen
enzimin saflastirilarak karakterize edilmesi seklindedir.

a-Amilaz 6nemli bir endiistriyel enzimdir. Oksijen aktarim kisitlamasinin vgb geni ile
asilabilecegi literatiirde bulunmaktadir (Devesh ve Bharat,2006). Bunun gibi, benzer
calismalar (vgb geni tasiyan ayni E.coli rekombinanti ile a-amilaz iiretim igin ortam
bilesimi, biyoreaktor tiirli etkisi, vb) literatiirde yine yer almaktadir (Tari vd., 1998). Bu
calismada, E. coli’nin MK79 ve MK57 suslari ile a-amilazin nisasta varliginda aktivitesinin
ortam bilesimine, havalandirma ve calkalama oranlarina bagli olarak degisimi yapilmistir.
Bunun sonucunda rekombinant hiicrelerin gelismeleri nisasta varliginda daha yavas oldugu
belirlenmistir. Nisastanin ilavesi geciktirildigi zaman spesifik ve toplam o-amilaz
aktivitesinin daha fazla arttig1 belirlenmistir.

Mahvash Khosravi vd. 1990°da yaptiklar1 bir ¢alismada VHb’nin; mikro aerobik sartlar
altinda aerobik bir sekilde bakterilerin biiylimelerine izin veren ve O; baglayict 6zellige
sahip olan bir protein oldugunu ve bu proteinin oksijenle sinirli biiylime sartlar1 altinda
globulin gibi bir fonksiyona sahip oldugunu, muhtemelen bir mikrop i¢in alisgilmadik bir
rolde olan bu bakteri oksijen metabolizmasinda rol aldigini , ipliksi bir yapiya sahip
oldugunu, Beggiatoa ailesinin iiyesi olup, durgun golet ve c¢iirimekte olan bitkisel
maddeler gibi oksijence fakir ¢evrelerde bulundugunu belirtmislerdir (Khosravi vd.,1990).

Khosla ve Bailey, yaptiklar1 bir ¢alismada; Vitreoscilla, ipliksi gram negatif bir bakteri
olup, oksijenin siirli oldugu tath su sedimentlerinde ve hayvan giibresinde bulundugunu
belirtmislerdir. (Khosla ve Bailey, 1988b).

Orji ve Webster’in yaptig1 bir ¢alismaya gore ise VHD proteinin hemoglobin 6zelligi;

Kinetik ve yapisal 6zellikleri ile ispatlanmistir (Orii ve Webster, 1986).
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1988 yilinda Dikshit ile Webster’in yaptiklari1 ¢alismalarda; VHb’ nin su ana kadar en iyi
karakterize edilmis bakteriyel hemoglobin oldugu saptanmistir. VHb’yi kodlayan gen
bolgesi (vgb) izole edilmis ve proteinin ii¢ boyutlu yapisi ¢oziilmiistir (Dikshit ve
Webster, 1988; Khosla ve Bailey, 1988b).

1999°’da Biilow’un yaptig1 bir baska ¢aligmada ise; Webster’in ifade ettigi “VHb’nin
diger hemoglobinlerle kiyaslandiginda diisiik oksijen afinitesine sahip” olmasindan dolay1
VHb biyoreaktorlerde hiicrelere oldukca 1yi bir oksijen transferi sagladigini ve VHb’ nin
ortalama oksijen asosiasyon hiz sabiti koy = 78 uM™s™ iken ortalama oksijen ayrisma hiz
sabiti koff = 5600 s olup, diger globiilinlerden yiiz kat daha biiyiik oldugunu ispatlamustir.
Yiiksek kot degeri, VHb nin oldukg¢a hizli oksijeni serbest birakmasini ve kirli ¢evrelerde
karsilagilan diisiik oksijen konsantrasyonunun belli bir aralikta tutulmasini sagladigini
ifade etmistir (Biilow vd., 1999).

Bailey ve arkadaslari; VHb’nin fonksiyonel incelemesi, su ana kadar bilinen tiim
globiilinler arasinda, cesitli organizmalarin enerji metabolizmalar1 agisindan, VHb’nin
miihendislik agisindan kullanimimni desteklemektedir. VHb nin biyokimyasal karakteristigi
ve inceleme sonuglarinin 6nemli bir kisminin temelini VHb-ekprese eden Escherichia coli
olusturdugu belirtilmistir (Bailey, 1995).

Farres ve Kallio, Khosla ve Bailey ve arkadaslari; yaptiklari ¢aligmalarda, oksijenin
sinirlt oldugu kosullar altinda, VHb ekspresyonu yapan hiicrelerde, protein sentezi ve
hiicre biiyiimesinde énemli bir artisin oldugunu rapor etmislerdir (Farres ve Kallio, 2002;
Khosla vd., 1990; Khosla ve Bailey, 1988a; Wei vd., 1998).

Boylece yapilan ¢alismalar VHb eksprese eden hiicrelerin mikrobiyal fermantasyon
proseslerinde kullanilabilecegi ve bakteriyel hemoglobinin endiistriyel bir potansiyele

sahip olabilecegini gostermektedir.
1.6.1. Vitreoscilla Hemoglobin (VHb) Uygulamalari

Istenen birgok metabolitin endiistriyel {iretiminde, hiicre biiyiimesi ve {iretim
verimliliginin optimizasyonu i¢in bilylime kosullarinin (Sicaklik, pH degeri ve ¢oziinmiis
oksijen konsantrasyonu gibi) ayarlanmasi ve kontrolii gerekir. Bir biyoprosesin
laboratuardan endiistriyel Olgegi biiyiitiildiigii zaman, temel konu c¢o6ziinmiis oksijen

konsantrasyonunun kiiltiir kosullarinda ayarlanmasidir. Bunun nedeni oksijenin sudaki
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diistik ¢ozlniirliigh ve yiiksek hiicre yogunluguyla meydana gelen yiiksek besin talebinin
bir kombinasyonudur. Oksijenin 6énemi hem bir besin maddesi olarak kullanimi hem de
hiicrenin metabolizma ve fizyolojisi ile baglantilidir. Oksijen elektron transfer zincirinde
terminal elektron alicis1 olarak gorev alir. Elektronlar aerobik metabolizma ile oksijene
dogru transfer oldugu zaman, fermentatif veya anaerobik yoldaki diger elektron
alicilarindan daha yiiksek enerji iretir (Ingledew ve Poole, 1984). Oksijenin enerji
metabolizmasindaki Onemine karsi, metabolik degisimlere, plazmid replikasyonuna,
protein ve DNA oksidasyonuna neden olur (Konz vd., 1998). Cesitli mikrobiyal suslarin
kiiltiirii  siiresince, yetersiz oksijen beslemesi, sitokrom p-450 monooksigenazlarin
aktivitesinde diisiise neden olur (Urlacher vd., 2004).

Webster (1988) ve Bailey (1988) VHb proteinini kodlayan vgb genini igeren DNA
fragmentlerini izole ettiler. Southern-blot analizleri kromozom {izerinde bu genin sadece
tek bir kopyasinin oldugu gostermistir. Bir¢ok ¢alisma sonucunda elde edilen deneysel
veriler mikro aerobik kosullar altinda VHb proteinini eksprese eden E.coli bakterilerinde
hiicre biiylimesi ve protein liretiminde 6nemli artis oldugu belirlenmistir (Khosla vd., 1990;
Khosla ve Bailey, 1988a; Khosravi vd., 1990). Simdiye kadar VHb, metabolit liretimi ve

bliytime 6zelliklerini diizeltmek i¢in bir¢ok mikroorganizmada eksprese edilmistir.
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2. MATERYAL ve METOT

2.1. Mikroorganizma

Deneylerde Inénii Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji béliimiinden temin
edilen Escherichia coli IM103 (pMK79) susu kullanilmustir.

2.1.1. Bakteri Uretim Besiyerleri ve Kosullari

a-Amilaz tiretiminde kullanilan bakterilerin saklanmasi, gelistirilmesi ve enzim tiretim
kapasitelerinin saptanmasi amaciyla kullanilan farkli besiyerleri asagida verilmistir.
Kiiltiirler buzdolabinda (+4°C) muhafaza edilmistir. Kiiltiirler 30 giinde bir yenilenmistir.
Aktivite bakimindan test edilecek bakteriler 6nce sivi LB besiyerinde 37 °C’de ve bir gece

de tiretilmiglerdir.

Tablo 2.1. Luria-Bertani (LB) ortaminin igerigi (Miller,1972).

Bilesimi Miktar (g/L)
Pepton 10
Yeast Ekstrakt 5
Sodyum kloriir 10
“Agar 15

* Stvi ortamda kullanilmamustir.

Tablo 2.2. Medium 9 (M9) ortaminin igerigi (Rhee vd., 1997).

Bilesimi Miktar (g/L)
Na,HPO, 6
KH, PO, 3
NaCl 0.5
NH CI 1
1 M MgSO,.7H,0 0.24
0.1 M CaCl, 0.24
Pepton 3
Nisasta 10
Distile su  (mL) 1000
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Tablo 2.3. Gliserinli ortam igerigi (Tany1ldizi, 2005).

Bilesimi Miktar (g/L)
Gliserin %15 viv
Pepton 5.0
Yeast ekstrakt 2.0
MgSO,.7H,0 0.5
NaCl 15
CaCl,.2H,0 0.1
KH,PO, 0.5

2.2. Yapilan Analizler

a-Amilaz aktivitesi bakimindan test edilecek bakteriler énce LB sivi besiyerinde
37°C’de 18 saat stire ile tretilmislerdir (Sekil 2.1.). Bu siire sonunda, lireyen bakterilerden
mikro pipet yardimiyla besiyerine ekimleri yapilmis ve 37°C’de 18 saat inkiibasyona

birakilarak bakterilerin bliyltimeleri saglanmustir.

Sekil 2.1. Bakterilerin LB s1v1 besiyerinde tiretilmeleri

Hazirlanan besiyerlerinden 50 ml alinarak 250 ml’lik erlenlere konulmustur. Baslangic
pH’lar1 1 N HCI ve 1 N NaOH kullanarak ayarlanmistir. Erlenlerin agz1 pamuk ve sargi
bezinden yapilmig bir tipa, tipanin {izeri de aliiminyum folyo ile kaplanmistir. Bu sekilde

hazirlanan besiyeri 121°C’de ve 1.2 bar basingta 15 dakika siire ile otoklavda (Prior Clave
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129) sterillenmistir. Sterillenen besi yerleri laminer flow kabinde ortam sicakligina
sogutulmustur. Egik slantlarda (yatik agar) bulunan bakteri kiiltiirleri steril bir 6ze (loop)
yardimiyla 50 ml bakteri LB ortami igeren 250 ml’lik erlenlere asilanmistir. Erlenlere
astlanan kiiltir 37°C’de 150 dev./dk. calkalama hizina sahip orbital inkiibatorli
calkalayicida (Selecta Rotabit) 18 saat siire ile gelistirilmistir. Sterillenmis enzim iiretim
besiyeri igeren erlenlere 0.5 ml bakteri LB ortamindan asilanmistir. Bunun yaninda biitiin

erlenlere 0.05 ml antibiyotik (Ampicillin 500 mg) ilave edilmistir.

Kiiltiar (Yatik agar)

Sekil 2.2. Enzim {iretiminde takip edilen yol
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2.2.1. Enzim Aktivitesinin Olciilmesi

Bakteri kiiltiirlerinde a-amilaz aktivitesi tayininden once, hiicrelerin ve diger kati
kisimlarin ayrilmast amaciyla 5000 rpm’de 5 dakika fermantasyon ortami santrifiijlendi
(Hettich Eba21) ve daha sonra kiiltiir sivis1 kullanilarak enzim aktivitesinin tayini yapildi.
Deneylerde aktivite tayini igin Pfueller ve Elliotun (1969) dekstrinojenik yontemi
kullanildi. a-Amilaz aktivitesinin tayini dekstrinojenik ydntem ile iyot’un nisastayla
verdigi renk esasina dayanilarak Ol¢iildii. Bu yonteme goére nisasta pargalandikca iyotla
verdigi (mavi) renk acilmaktadir. Nisasta a-amilaz tarafindan adim adim pargalandiginda,
kisa zincirli dekstrinler iretilir ve renk mavi-mor-kirmizi- turuncu yolundan sariya
doniisiir. Iyot metodu kolaylig1 ve iyi sonu¢ vermesinden dolay:1 aktivite &lgiimiinde
kullanilmistir. Aktivite olglimlerinde, %3’liikk 2.3 ml ¢6ziiniir nisasta, 1 ml 0.1M CaCly,
250 ml 0.1M potasyum fosfat tamponu (0.025 M NaCl igeren, pH=6.2), 200 ml distile
sudan olusan karisim substrat ¢ozeltisi olarak kullamilmustir. Aktivite 6lglimlerinde, bir
kontrol ve {i¢ numune tiipii olmak iizere toplam dort tiip kullanilmistir. Tiiplere 4.5 ml
substrat ¢ozeltileri eklendikten sonra 37 'C’de su banyosunda 5 dakika siireyle tutulmustur.
Daha sonra numune tiiplerine 0.5 ml enzim ilave edilmis ve 37 "C’de 30 dakika siireyle
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonrasinda hem &rnek tiiplerine hem de kontrol
tiiplerine 1 M 0.9 ml HCI ¢6zeltisi eklenerek reaksiyon durdurulmustur. Kontrol tiipiine 0.5
ml enzim ¢ozeltisi konduktan sonra renk olusumunu gozlemek i¢in 0.1 ml iyot ayiract
iceren kor numuneye karsi 620 nm’de spektrofotometre (Jenway-6105) yardimiyla
Ol¢tilmiistiir. Kontrol tiiptiniin verdigi degerden, ornek tiiptiniin verdigi deger ¢ikarilarak,
aralarindaki fark yardimiyla enzim aktivitesi Unite (U) olarak hesaplanmistir. Bir iinite
enzim, 37 ‘C’ de yukarida tanimlanan deney kosullarinda 0.0284 optik densite (OD)
azalmasina neden olan enzim miktar1 olarak tanimlanmistir (Sarikaya, 1995). Yiiksek
enzim aktivitelerinde, uygun oranlarda fosfat tamponuyla enzim ¢ozeltisi seyreltilmis ve

sonug seyrelme faktoriiyle carpilmistir.

_ (Kontrol-Numune)
- 0.0284

U

*(Seyreltme  Orani) (2.1)
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2.2.2. Deneysel Tasarim ve istatiksel Analiz

Yapilan denemeler sonucunda maksimum a-amilaz aktivitesi optimum islem kosullari
cevap ylizey yontemi kullanilarak belirlenmistir. Yapilan literatiir taramasindan sicaklik,
pH, asilama miktar1, ¢alkalama hizi, azot kaynaklari, karbon kaynaklar1 ve tuzlar aktivite
tizerinde 6nemli etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Bu nedenle, azot ve karbon kaynaklar
ve tuzlar bagimsiz degisken olarak sec¢ilmistir. Bu bagimsiz degiskenlerin aktiviteye
(bagimli degisken) etkileri incelenmistir. Once azot ve karbon kaynaklarinin ve tuzlarin
(Pepton, Na,HPO,, YE, KH,PO,4, NH4CI, CaCl,, Nisasta, Glikoz) aktivite tizerindeki
etkilerini arasgtirmak i¢in dizayn taramasi yapildi. Daha sonra yanitlar ile bagimsiz
degiskenler arasindaki iliski bilinmediginden ikinci dereceden polinomiyal bir modelle
gercek yanit fonksiyonuna yaklasilacagi varsayildi. Bu bir modelin uyarlanabilmesi igin
gerekli deneysel veriler ‘Merkez Kompozit Dizayn’ deneme plani izlenerek elde edilmistir
‘Merkez Kompozit Dizayn’ 23 faktoriyel bir tasarima 6(ng) adet merkez ve 6 (a=(2m)1/4)
eksenel noktanin eklenmesiyle elde edilir. Merkez noktasi tiim degiskenlerin orta (0)
degerini aldig1 deneme noktasidir. Bu noktada yapilan tekrarlar, uygun serbestlik derecesi
saglayarak kalint1 hatanin, saf deneysel hata ve “lack of fit” olarak ayrilmasini saglar.
Boylelikle modelin matematiksel formunun uygunlugu da test edilebilmis olur. Eksenel
nokta ise bagimsiz degiskenlerin en yliksek ve en diisiik degerleri aldiklar1 noktalardir ve
modeldeki egriligin tahminlenmesini saglamak igin 2° faktoriyel tasarima eklenmistir.
Boylelikle deneme plani rotatable olmustur. Rotatable dizaynlar, degiskenlerin deneysel
uzaymda tiim yonlerde esit tahminleme giicline sahip olduklarindan, baslangigta yeri
bilinmeyen optimum noktanin bulunmasinda 6nemli avantajlar saglamaktadir (Kog, 2008).

Degiskenler, regresyon analizini ve optimum noktanin bulunmasini kolaylagtirmak i¢in

asagida belirtildigi gibi kodlanir.

_ (Xi=(X)

Axi (i=1,2,3) (2.2.)

Burada,
Xi : Bagimsiz degiskenin boyutsuz( kodlanmis) degeri

AXi : Bagimsiz degiskendeki basamak artisi
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Xi : Bagimsiz degiskenin gercek degeri
Xi : Bagimsiz degiskenin merkez noktasindaki gercek degeridir.

Degigkenlerin bu sekilde kodlanmasi regresyon analizini ve optimum noktanin
bulunmasini kolaylagtirir.

Olusturulan modellerin deneysel verileri ne Ol¢iide karsiladigi varyans analizi
(ANOVA) ile belirlenmistir. Bu yontemle her bir faktoriin lineer, quadratik ve interaksiyon
etkilerinin yanitlar tizerindeki istatistiksel 6nemlilikleri % 95 giivenlik seviyesinde Fischer
(F-testi) testi uygulanarak bulunmustur. Bir modelin sistemin gergek yanitina uygun bir
yaklasim olup olmadigina, “lack of fit”den kaynaklanan hatanin 6nemsiz ve regresyondan
kaynaklanan varyasyonun % 95 giivenlik seviyesinde onemli olmasi kosuluyla karar
verilmistir. Ayrica, modelin uygunlugu regresyon katsayis1 (R%), diizeltilmis regresyon
katsay1st (Adj-Rz), tahminlenmis kalinti hata kareler toplami (PRESS) ve tahminlenmis
coklu belirleme katsayisi (Pre-RZ) kullanilarak test edilmistir (Kog, 2008).

Regresyon analizi, istatistiksel analizler, ve yanit yiizey grafikleri ve optimizasyon

Design Expert [Version (6.0) Statease Inc.] paket programi kullanilarak yapilmistir.
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3. BULGULAR

Rekombinant E.coli ile o-amilaz tretiminin arastirilmasi amaciyla segilen temel
ortamlar literatiirden alimmustir (Miller,1972; Tanyildizi, 2005). Bu amagla yapilan
calismalarda LB (Luria-Bertani) ortami, gliserin i¢eren ortam ve M9 ortamlarinda ekim
yapilmis ve bu ortamlardaki pH degisimi, enzim {iretimi ve mikroorganizma biiyilimesi
takip edilmistir (Sekil 3.1-3.2.). LB ortaminda elde edilen sonuglarin diger ortamlardan

daha yiiksek oldugu ve her ii¢ ortamda da enzim iiretiminin gerceklestigi sekilden

goriilmektedir.
9
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Sekil 3.1. Gliserin, M9 ve LB ortamlarinda zamanla mikroorganizma biiyiimesi ve pH’nin degisimi
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Sekil 3.2. Gliserin, M9 ve LB ortamlarinda zamanla enzim aktivitesinin degisimi

LB ortamiyla birlikte diger iki ortamdaki bilesenlerin iiretimindeki etkilerinin ortaya
konulmas1 amaciyla PB (Plackett-Burman) dizayni yapilmistir. Olusturulan tasarimda
incelenen araliklar daha once yapilan deneylerin sonuglarindan faydalanilarak belirlendi.

Belirlenen bagimsiz parametrelerin incelenen araliklart Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1. Plackett-Burman dizayninda kullanilan bagimsiz degiskenlerin deger araliklar1 tablosu

Kodlu Pepton Na,HPO, YE KH,PO, NH,CI CaCl, Nisasta Glikoz

Deger (A) (B) © (D (E) (F) ()
(9/L) (9/L) (9/lL) (9/L) (9lL)  (9/L) (/L)  (mL/L)
Disiik  Deger -1 2 1 1 1 1 3 1 1
Yiksek Deger +1 4 4 3 4 4 6 4 4

PB dizayn1 ve deneysel sonuglar Tablo 3.2°’de goriilmektedir. PB dizayninda 8

bagimsiz parametrenin 2’li seviyeleri icin 12 deney dnerilmektedir.
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Tablo 3.2. Tahmin edilen ve deneysel olarak tayin edilen a-amilaz aktivite degerleri iceren PB dizayn matrisi

Calisilan Pe(gt)on Naz(ﬁl):’m \((CE) KI—|(2DP))O4 N|(4E4)C| cg:c)l2 Nisasta GlEEgz DAelg?\)//iStZI Tea:jr:lrgrlnn
swa oy | @ @] @O | @y | @o | YD [ mun | ) | Aktiviteu)
1 2.00 4.00 3.00 1.00 4.00 3.00 4.00 1.00 146.1 150.23
2 2.00 1.00 1.00 1.00 1.00 3.00 1.00 1.00 470.0 460.09
3 4.00 1.00 3.00 1.00 4.00 3.00 1.00 4.00 193.6 191.90
4 4.00 1.00 1.00 4.00 4.00 3.00 4.00 4.00 183.1 184.86
5 2.00 4.00 3.00 4.00 1.00 3.00 4.00 4.00 100.4 96.24
6 2.00 1.00 1.00 4.00 4.00 6.00 4.00 1.00 142.606 140.85
7 4.00 1.00 3.00 1.00 1.00 6.00 4.00 1.00 308.099 315.73
8 4.00 4.00 1.00 1.00 1.00 6.00 4.00 4.00 285.211 277.58
9 4.00 4.00 3.00 4.00 4.00 6.00 1.00 1.00 218.31 208.33
10 2.00 1.00 3.00 4.00 1.00 6.00 1.00 4.00 89.7887 93.90
11 2.00 4.00 1.00 1.00 4.00 6.00 1.00 4.00 102.113 109.74
12 4.00 4.00 1.00 4.00 1.00 3.00 1.00 1.00 510.563 520.54
Tablo 3.3. PB dizayniyla elde edilen lineer denklemin ANOVA sonuglari
Kaynak Kareler Serbestlik Kareler F degeri Prob>F
toplami derecesi | Ortalamasi
Model 2.161*10°+005 8 27013.52 152.01 0.0008 onemli
Pepton (g/L) 34979.83 1 34979.83 196.84 0.0008
Na,HPO, (g/L) 50.63 1 50.63 0.28 0.6305
YE (g/L) 33848.48 1 33848.48 190.47 0.0008
KH,PO, (g/L) 5657.77 1 5657.77 31.84 0.0110
NH,CI (g/L) 50462.25 1 50462.25 283.96 0.0005
CaCl, (g/L) 17460.99 1 17460.99 98.26 0.0022
Nisasta (g/L) 14631.07 1 14631.07 82.33 0.0028
Glikoz (mL/L) 59017.10 1 59017.10 332.10 0.0004

Modelin yeterli olup olmadigi hesaplanip ve Tablo 3.3.’de PB dizaym birinci dereceden

(lineer) cevap ylizeyi modelin a-amilaz iiretimi i¢in anova sonuglar1 gosterilmistir. Prob F

degerinin 0.05’den kiiciik oldugu durumlar

cevapda onemli etkisi oldugu diisiiniiliir.

Tabloda incelenen her parametre i¢in prob>F degerinin 0.05’den kii¢iik olanlarin sonug

tizerinde etkisinin fazla oldugu diistiniiliirse, 6nerilen modeldeki etkin parametre sayisinin

olduk¢a fazla oldugu sdylenebilir. Glikoz (0.0004) degeri ile en onemli faktor olarak
belirlenmistir. Pepton (0.0008), YE (0.0008), KH2,PO,4 (0.0110) A NH4CI (0.0005), CaCl,
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(0.0022) Nisasta (0.0028), terimlerinin Prob>F degerinin 0.05’den kii¢iikk oldugu
goriilmektedir.
Regresyon esitlik katsayilar1 hesaplatilarak birinci dereceden polinomiyal esitlik
uygulanarak asagidaki kodlu faktér denklemi bulundu.
a-Amilaz aktivitesi =229.17 + 53.99* Pepton - 2.05* Na,HPO,-53.11* YE -21.71*
KH,PO, -64.85* NH4CI -38.15* CaCl,-34.92* Nisasta -70.13* Glikoz (3.1)

Tablo 3.4. Modellerin uygunlugunun test edilmesi igin kullanilan istatistikler

Standart sapma 13.33 R® 0.9975
Ortalama 229.17 | AdjR? 0.9910
Varyasyon katsayisi (C.V.) | 5.82 Pred R 0.9606
Tahminlenmis kalinti hata 8530.05 | Adeq 36.955
kareler toplami (Press) Precision

Anovadan elde edilen regresyon esitliginde R? 0.9975 olarak bulundu ve bu, modelin
cevaptaki degisikligi % 99.75’ini agiklama yeteneginde oldugunu gosterir (Tablo 3.4).
Modelde gosterilen “Adj R*”  0.9910 degeri ve “Pred R®’ 0.9606 degeri istatiksel
calismalar i¢in uygun sonuglardir. Cilinki, iyi bir istatiksel modelde R? 0 ile 1 arasindadr.
Bu deger 1’e yaklastik¢a modelin daha uygun oldugu belirtilir. Modelin “Adeq Precision”
degeri 36.955°dir ve bu deger giiriiltii oraninin sinyalini 6lger. “Adeq Precision” degeri
4’den daha yiiksek bir oran tercih edilir. Bulunan 36.955 orani yeterli bir sinyal gosterir.

Plackett-Burman dizayn1 sonucunda glikoz, nisasta, CaCly, NH4Cl, KH,PO4, YE ve

pepton etkin parametre olarak secilmistir.
3.1. Merkez Kompozit Dizayn (MKD)

PB tarama tasarimi sonucunda etkin oldugu belirlenen ortam bilesenlerinin daha
ayrintili olarak incelenmesi ve ortam optimizasyonunun yapilmasi amaciyla merkez
kompozit dizaynt kullanilmistir. Bu tasarimda bagimsiz parametrelerin birbirine olan
etkilesimlerinin belirlenmesi gergek optimum noktalarin ortaya konulmasi agisindan
onemlidir. Bu amagla hazirlanan deney tablosu Tablo 3.5°de goriilmektedir. Segilen
tasarim kiiciik MKD dizaynidir. Burada incelenen ortam bilesenleri —o(-2.166),-1,0,+1 ve

+a (2.166) araliginda belirlenen kodlu degerlerle tanimlanmaktadir. Bu tasarimda 41 farkli
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deney noktasiyla 7 bagimsiz degiskenin aktivite lizerine etkisi incelenmektedir. Ucg
noktalarin (14 nokta) sonug iizerine etkisi bu tasarimdan ¢ok daha dnemlidir. Tasarimda 5
deney merkez noktada yapilirken 22 deney noktasi ise faktoriyel kisim igerisinde
kalmaktadir. PB dizayninda belirlenen etkin parametre sayisinin nispeten yliksek
olmasindan dolay1 ¢alismada minimum deney sayis1 igeren tasarim seg¢ilmistir.

Incelenen ortam bilesenlerinin taranilan araliklar1 ve bunlara karsilik gelen kodlu
degerler1 Tablo 3.5°de goriilmektedir. Bu araliklarin secimi ger¢ek optimum noktalarin
belirlenmesinde 6nemlidir. Araliklarin se¢ciminde hem PB dizayninda elde edilen sonuglar

hem de tasarimdan once yapilan ¢calismalardan yararlanilmastir.

Tablo 3.5. Merkez Kompozit Dizayn deney tablosunda bulunan degiskenler ve incelenen araliklar

Faktor Adi -0 -1 +1 | +a
A Na,HPO, (g/L) |4.00 [4.00 |4.00 |8.00

B |KH,PO, (/L) |1.50 [1.50 | 150 |3.50
C  |Nacl (g/L) 050 [0.50 [0.50 |1.00
D |NHCI (g/L) [0.50 [0.50 [0.50 |1.00
E  |MgSO.H,0 (mL/L)|6.00 [6.00 [6.00 [14.00
F |cacl (mL/L)|6.00 |6.00 |6.00 [14.00
G |Glikoz (mL/L) [6.00 [6.00 [6.00 |14.00
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Tablo 3.6. Onemli olan yedi degisken igin 41 sirali MKD dizayn matrisi ve deneysel olarak belirlenen enzim
aktivite degerleri

Sura | Na2HPO4 | KHPO, | NaCl | NH.CI|MgSO.H,O | CaCl, | Glikoz | Aktivite
(g/L) @L) |@uL)| @ | (mLL) | (mL/L) |[(mL/L)| (U)
1 8.00 150 | 0.50 | 1.00 14.00 14.00 | 14.00 | 316
2 6.00 250 [0.75] 0.75 10.00 10.00 | 18.66 | 228
3 6.00 250 [0.75] 0.75 10.00 10.00 | 10.00 | 126
4 10.33 250 [0.75] 0.75 10.00 10.00 | 10.00 | 17
5 6.00 250 [1.29 ] 0.75 10.00 10.00 | 10.00 | 588
6 4.00 350 [ 050 | 1.00 6.00 6.00 | 6.00 | 186
7 6.00 250 [0.75] 0.75 10.00 10.00 | 10.00 | 139
8 4.00 150 |1.00 | 050 6.00 6.00 | 14.00 | 250
9 4.00 350 [0.50 | 050 6.00 14.00 | 14.00 | 302
10 | 8.00 350 [1.00 [ 1.00 6.00 14.00 | 6.00 | 426
11 | 6.00 250 [0.75] 0.75 10.00 10.00 | 1.34 | 105
12 | 6.00 250 [0.75] 1.29 10.00 10.00 | 10.00 | 137
13 | 4.00 350 [1.00 | 1.00 6.00 6.00 | 14.00 | 285
16 | 4.00 150 [0.50 | 0.50 14.00 6.00 | 14.00 | 366
17 | 6.00 250 [0.75] 0.75 1.34 10.00| 10.00 | 313
18 |  4.00 150 | 0.50 | 0.50 6.00 6.00 | 6.00 28
19 | 6.00 250 [0.75] 0.75 10.00 10.00| 18.66 | 133
20 | 6.00 250 [0.75] 0.75 10.00 10.00| 10.00 | 95
21 |  4.00 350 |0.50 | 050 14.00 14.00| 14.00 | 147
22 | 6.00 250 [0.75| 0.75 10.00 10.00| 10.00 | 80
23 | 8.0 350 [1.00 | 050 14.00 6.00 | 6.00 | 316
24 | 8.0 350 [ 050 | 1.00 6.00 1400 6.00 | 126
26 | 6.00 250 [0.75| 0.75 10.00 10.00 | 100 | 116
27 | 6.00 250 [0.75] 0.75 10.00 18.66 | 10.00 | 88
28 | 6.00 467 |0.75]| 0.75 10.00 10.00 | 10.00 | 179
29 | 8.0 150 |1.00 | 050 6.00 6.00 | 14.00 | 1299
30 1.67 167 | 250 0.75 10.00 10.00| 10.00 | 77
31| 4.00 350 | 050 | 1.00 14.00 6.00 | 14.00 | 355
32| 6.00 250 [0.75 [ 0.21 10.00 10.00| 10.00 | 197
33| 6.00 0.33 |[0.75] 0.75 10.00 10.00 | 10.00 | 246
34 | 6.00 250 [0.75] 0.75 1.34 10.00| 10.00 | 119
35 | 4.00 150 [1.00 | 1.00 14.00 14.00| 6.00 17
36 | 4.00 350 |1.00 | 050 6.00 14.00| 6.00 | 137
37 | 8.00 350 [1.00 | 050 14.00 6.00 | 14.00 | 250
38 | 8.00 350 [1.00 | 050 14.00 14.00| 14.00 | 73
39 | 8.00 150 [ 1.00 | 1.00 6.00 14.00| 14.00 | 665
40 | 8.00 150 [ 0.50 | 0.50 14.00 6.00 | 6.00 95
41 | 8.00 150 | 0.50 | 0.50 6.00 14.00| 14.00 | 105

Design Expert yazilimi yardimiyla elde edilen ANOVA sonuglari Tablo 3.7°de

goriilmektedir. Bu sonuglara gore NaCl ve CaCl;, konsantrasyonlarinin enzim aktivitesine
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Tablo 3.7.

Anmilaz tiretiminde ikinci dereceden (quadratic) cevap yiizey modelinin amilaz tiretimi i¢in

ANOVA sonuglart
Kaynak Kareler Toplamm SS;E:(S:SSIF Kareler Ortalamasi F degeri Prob > F
Model 1.972E+006 35 56350.08 16.41 0.0027 6nemli
A 1791.56 1 1791.56 0.52 0.5025
B 2237.90 1 2237.90 0.65 0.4562
C 1.340E+005 1 1340E+005 39.00 0.0015
D 1791.56 1 1791.56 0.52 0.5025
E 99.19 1 99.19 0.029 0.8717
F 25391.79 1 25391.79 7.39 0.0418
G 7593.98 1 7593.98 2.21 0.1972
A2 385.76 1 385.76 0.11 0.7511
B2 42617.66 1 42617.66 12.41 0.0169
c2 1.334E+005 1 1. 334E+005 38.83 0.0016
D2 20709.33 1 20709.33 6.03 0.0575
E2 7848.13 1 7848.13 2.29 0.1910
F2 35949.91 1 35949.91 10.47 0.0231
G2 20709.33 1 20709.33 6.03 0.0575
AB 85254.40 1 85254.40 24.82 0.0042
AC 3.110E+005 1 3.110E+005 90.56 0.0002
AD 2976.41 1 2976.41 0.87 0.3946
AE 17431.00 1 17431.00 5.08 0.0740
AF 1.344E+005 1 1.344E+005 39.12 0.0015
AG 10318.42 1 10318.42 3.00 0.1436
BC 1.048E+005 1 1.048E+005 30.51 0.0027
BD 3818.428 1 38188.42 11.12 0.0207
BE 12329.58 1 12329.58 3.59 0.1167
BF 98199.19 1 98199.19 28.59 0.0031
BG 33822.74 1 33822.74 9.85 0.0257
CD 26148.29 1 26148.29 7.61 0.0399
CE 60655.89 1 60655.89 17.66 0.0085
CF 1.234E+005 1 1.234E+005 35.93 0.0019
CG 1.121E+005 1 1.121E+005 32.64 0.0023
DE 95054.17 1 95054.17 27.68 0.0033
DF 1.192E+005 1 1.192E+005 34.71 0.0020
DG 1.016E+005 1 1.016E+005 29.59 0.0028
EF 1.092E+005 1 1.092E+005 31.81 0.0029
EG 0.002490810.01 1 90810.01 26.44 0.0036
FG 25230.98 1 25230.98 7.35 0.0423
Artan 17173.09 5 3434.62
Uyum . .
eksikligi 14974.10 1 14974.10 27.24 0.0064 6nemli
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lineer olarak etkileri 6nemlidir. KH,PO4, NaCl ve CaCl, konsantrasyonlarinin model
denklemine etkilerinin iistel sekilde oldugu tablodan goriilmektedir. Bu parametrelerdeki
kiiciik bir degisim enzim tliretimini 6nemli oranda etkileyebilmektedir. Metalo enzim olan
o-amilazin ortamdaki Ca™" iyonlariyla aktivitesindeki degisim beklenen bir sonugtur.
Ayrica ortamin iyonik dengesi ve hiicre gegirgenliginin degisimi enzim iiretimi ve
mikrobiyal biiylimeyi etkileyecektir (Shilpi vd, 2012).

ANOVA sonuglarina gore ortam bilesenlerinin birbirine etkileri olduk¢a fazladir.
Prop-F degerlerine gore Na,HPO, konsantrasyonun KH,PO,;, NaCl ve CaCl,
konsantrasyonlariyla olan etkilesimi onemlidir. KH,PO, konsantrasyonuyla NacCl,
NH4CI, CaCl, ve glikoz konsantrasyonuyla etkilerinin ANOVA test sonuglarina gore
onemli oldugu goriilmektedir. Ayrica NaCl konsantrasyonu ile NH4Cl, MgSO4.H20,
CaCl; ve glikoz aralarindaki etkilesim, NH4Cl ile MgSQO4.H,0 arasindaki etkilesiminde
onemli oldugu model tarafindan 6nerilmektedir.

Tabloda incelenen her parametre i¢in Prob>F degerinin 0.05 den kiigiik olanlarin
sonug tlizerinde etkisinin fazla oldugu disiiniiliirse, a-amilazin iiretilmesi bakimindan
6nerilen modeldeki etkin parametre sayisinin oldukca fazla oldugu séylenebilir. C, F, B,
C% F?, AB, AC, AF, BC, BD, BF, BG, CD, CE, CF, CG, DE, DF, DG, EF, EG, FG
terimlerin 0.05’den kiigiik oldugu goriilmektedir.Model terimlerinden 0.05’den biiyiik
olan degerler 6nemli sayilmamaktadir. 27.24 ile ifade edilen Fit F degeri yani uyum

eksikligi degeri onemlidir. Bu deger sadece % 64’liik bir giiriiltiiden kaynaklanir.

Tablo 3.8. Modellerin uygunlugunun test edilmesi i¢in kullanilan istatistikler

Standart sapma 58.61 R® 0.9914
Ortalama 226.84 Adj R* 0.9309
Varyasyon katsayisi (C.V) 25.84 Pred R? -24.1491

Tahminlenmis kalint1 hata

* 6 .- .
Kareler toplami_(Press) 5.003*10°+007 | Adeq Precision 23.523
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Design Exper (Statease Inc.) yazilimiyla belirlenen ANOVA verileri Tablo 3.8.°de
goriilmektedir. Genel ortalamada vurgulanan negatif bir "Pred R* " degeri simdiki
modelden daha iyi bir cevap tahminidir. “Adeq Precision™ sinyal giiriiltii oranini &lger.
4’den daha biliyiik bir Olgek tercih edilir. Bizim 23.523 degeri yeterli bir sinyali
gosterir.Bu model, tasarim yiizeyini gostermek i¢in kullanilabilir.

Fermantasyon ortam bilesenlerinin incelenen araliklarda birbiriyle olan etkilesimleri 3
boyutlu grafiklerde Sekil 3.3-3.7°de verilmistir. Ortamin iyonik giiciinii dengelemesi
acisindan o6nemli olan NaCl ile diger ortam bilesenlerinin etkilesimleri sekil de
goriilmektedir. Genel olarak NaCl konsantrasyonunun yiiksek oldugu degerlerde a-
amilaz aktivitesinin arttigr gézlenmistir. Na,HPO, ve KH;PO, konsantrasyonlarindaki
artigla bu artisin daha da belirginlestigi sekil 3.3.a,b> den goriilmektedir. NH4Cl ve
CaCly’iin yiiksek konsantrasyon degerlerinde aktivitedeki azalmanin diisiik NaCl
konsantrasyonlarinda daha belirgin  oldugu sekilden goriilmektedir. Glikoz
konsantrasyonuyla gozlenen artis 6zellikle yiiksek NaCl konsantrasyonlarinda ¢ok daha
fazladir.

Sekil 3.4.’de PO,> iyonunun diger ortam bilesenleriyle olan etkilesimi verilmistir.
Fosfat konsantrasyonundaki artis genel olarak enzim olusumunu olumlu yonde
artirmaktadir. Bu degisim Na,HPO, ile KH,PO, arasindaki degisimin verildigi sekil 3.4.
(a)’da belirgin bir sekilde gorilmektedir. CaCl, kosantrasyonunun yliksek aktivite
degerlerinde diisiis sekil (b) ve (e) de net bir sekilde gozlenmektedir. Artan glikoz
konsatrasyonuyla enzim aktivitesindeki artis yliksek fosfat konsantrasyonlarinda daha

fazla gerceklesmektedir.
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Sekil 3.3. NaCl ile diger parametrelerin etkilesimi [(a) NaCl-Na,HPO, (b) NaCl-KH,PO, (c) NH,CI-NaCl
(d) NaCI-MgS0,.H,0 (e) NaCl-CaCl, (f) Glikoz- NaCl ]
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Sekil 3.4. PO,* iyonu diger parametrelerin etkilesimi [ (a) KH,PO4-Na,HPO, (b) Na,HPO,.CaCl,
(C) KHQPO4'G|ikOZ (d) KH2PO4‘NH4C| (E) KH2PO4'CaC|2]
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Asagidaki sekilde NH4Cl konsantrasyonun etkilesim grafikleri bulunmaktadir.
Amonyum  kloriir konsantrasyonundaki artisin  aktiviteyi olumsuz etkiledigi
belirlenmistir.Yiiksek CaCl, konsantrasyonlarinda gézlenen NH4CI’{in olumsuz etkisinin
diisiik CaCl, konsantrasyonu degerlerinde daha az oldugu belirlenmistir. Glikozun diistik
degerlerinde amilaz aktivitesini artiran NH4Cl, yiiksek glikoz konsantrasyon degerlerinde

olumsuz etki yaptigi sekil 3.5.(c)’de goriilmektedir.
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Sekil 3.5. NH,Cl ile diger parametrelerin etkilesimi (a) NH,CI-MgSO,.H,0 (b) NH,CI-CaCl,
(c) NH,CI-Glikoz
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Sekil 3.6.’da MgSO, konsantrasyonunun enzim tiretimini arttirdigi belirlenmistir. CaCl,
konsantrasyonundaki artisin enzim iiretimine olumsuz etkisi sekil 3.7.’de goriilmektedir.

Bu etki diisiik glikoz konsantrasyonlarinda daha belirgin olmaktadir.
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Sekil 3.6. MgS0O,4.H,0 ile diger parametrelerin etkilesimi (a) MgSO,4.H,0O-CaCl, (b) MgSO,.H,0-Glikoz

(@)

Sekil 3.7. CaCl, iyonu ile glikozun etkilesimi (a) CaCl,-Glikoz
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Design Expert yazilimi yardimiyla kodlu deger iceren faktorler cinsinden tanimlanan
quadratik denklem asagida verilmistir.
a-Amilaz aktivitesi = 87.68 - 13.82*A - 15.45* B + 119.50*C - 13.82*D + 3.25*E
- 52.03*F + 28.45*G - 3.07*A2+ 32.2*B2+ 56.99*C2+ 22.46*D2+13.83*E>
+ 29.59*F2+ 22.46*G2 + 188.03*A*B + 242.45*A*C + 22.77*A*D
+ 118.98*A*E - 314.10*A*F - 64.36*A*G + 279.92*B*C - 167.98*B*D
+ 67.56*B*E -585.53 *B*F + 102.58*B*G + 144.45*C*D - 217.24*C*E
- 222.25*C*F+ 631.65*C*G + 326.73*D*E + 278.81*D*F - 557.75*D*G
- 415.88*E*F+496.07*E*G-166.83*F*G (3.2.)

Myers and Montgomery sayisal ¢éziimleme yontemini Kullanan Design Exper yazilimi
yardimiyla +1 ile -1 kodlu degerler arasinda model denkleminden maksimum enzim
aktivitesini veren ¢oziim noktalar1 arasindan deneysel olarak uyumu ytiiksek olan ¢6ziim
noktas1 Tablo 3.9°da da verilmistir. Modelin 6nerdigi denklem ¢6ziim noktasinda yapilan
deney sonucunda bulunan aktivite deger 4209 U olarak belirlenmistir. Deneysel olarak
dogrulanan Tablo 3.9’daki ortam bilesenleri degerleri kullanilarak fiziksel parametrelerin

optimizasyonu yapilmistir.

Tablo 3.9. MKD ortam tasariminin optimizasyon sonucu

Na,HPO, | KH,PO, NaCl NH4C| MgSO4H20 CaCIZ Glikoz | Aktivite
(g/L) (9/L) | (g/L) | (g/L) (mL/L) (mL/L) | (mL/L) )

8.00 1.00 0.75 0.97 3.57 14.00 4.00 4209.59

Fermantasyon ortaminin optimizasyonu amaciyla hazirlanan deneysel tasarimda
merkez kompozit dizayn kullanilmig ve bagimsiz parametre olarak baslangi¢c pH’s1, ortam
sicakhigl, calkalama hizi ve asilama miktar1 segilmistir. Incelenen dort bagimsiz
degiskenin incelenen araliklar1 Tablo 3.10°da verilmistir. Ortam bilesenlerinin degerleri
daha onceki dizayndan elde edilen optimum ortam kosullari kullanilmistir. Merkez
kompozit dizayn tablosu ve deneysel sonuglar tabloda goriilmektedir. Segilen 4 bagimsiz

degiskenin ortam bilesenleri Tablo 3.11’°de gosterilmistir.
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Tablo 3.10. Merkez Kompozit Dizayn deney tablosunda bulunan degiskenler ve incelenen araliklar

Faktor Adi - -1 +1 +a
A Baslangi¢ pH’s1 5.00 6.00 8.00 9.00
B Calkalama Hiz1 (rpm) | 100.00 | 150.00 200.00 250.00
C Ast Miktar1 (mL/L) 2.00 6.00 10.00 14.00
D Sicaklik (°C) 34.00 | 37.00 40.00 43.00

Tablo 3.11. Incelenen dort bagimsiz degiskenin ortam bilesen degerleri

Calisilan Calkalama Asl Aktivite
pH Sicaklik (°C)
sira Hazi(rpm) Miktari(mL/L) V)
1 6.00 200.00 6.00 34.00 3591
2 7.00 150.00 10.00 31.00 2830
3 6.00 100.00 6.00 34.00 2982
4 7.00 150.00 10.00 43.00 2788
5 8.00 200.00 6.00 40.00 2831
6 8.00 200.00 14.00 40.00 2852
7 5.00 150.00 10.00 37.00 3950
8 7.00 150.00 10.00 37.00 4150
9 7.00 150.00 18.00 37.00 3394
10 6.00 100.00 14.00 40.00 2870
11 7.00 150.00 10.00 37.00 4273
12 7.00 250.0 10.00 37.00 3260
13 7.00 150.00 2.00 37.00 3352.11
14 7.00 150.00 10.00 37.00 4200
15 8.00 100.00 14.00 40.00 2878.87
16 8.00 100.00 6.00 34.00 2866.2
17 8.00 100.00 6.00 40.00 2838.07
18 8.00 200.00 6.00 34.00 3649.76
19 8.00 100.00 14.00 34.00 2716.85
20 6.00 200.00 14.00 40.00 2825.4
21 6.00 200.00 6.00 40.00 2822.61
22 8.0 200.00 14.00 34.00 3573.26
23 7.00 150.00 10.00 37.00 4133.8
24 7.00 150.00 10.00 37.00 3957.75
25 9.00 150.00 10.00 37.00 3908.45
26 7.00 50.00 10.00 37.00 3183.1
27 6.00 200.00 14.00 34.00 3663.42
28 6.00 100.00 14.00 34.00 2746.41
29 6.00 100.00 6.00 40.00 2807.04
30 7.00 150.00 10.00 37.00 4243.41
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Tablo 3.12°de verilen ANOVA verilerinden elde edilen Fisher-F testi degeri
[(Pmodel>F)=0.0001] onerilen modelin onemli oldugunu gostermektedir. Ayrica
varyasyon katsayisinin (CV) nispeten kiiglik degeri yapilan deneylerin giivenirliliginin
uygunlugunu gostermektedir. Model regresyon katsayisi R? degeri (0.896) biyoteknoloji
caligmalar i¢in oldukea iyi bir degerdir. Deneysel verilerle model sonuglarinin uyumunun

gosteren ad) R degeri (0.8) de tanimlanan modelin yeterli oldugunu gostermektedir.

Tablo 3.12. Modellerin uygunlugunun test edilmesi igin kullanilan istatistikler

Standart sapma 246.31 R? 0.8965
Ortalama 3338.11 Adj R? 0.8000
Varyasyon katsayisi (C.V) 7.38 Pred R? 0.4351

"Pred R-Squared" 0.4351 degeri normal bir sekilde beklenen "Adj R-Squared” 0.8000
degeri  kadar iyi degildir. Bu biiylik bir blok etkisi veya bizim modelimiz ve
degerlerimizdeki problem olarak gozlenebilir. "Adeq Precision” sinyal giiriiltii orani
Olger. 4’den daha yiiksek bir oran tercih edilir. Bizim oranimiz 10.410 yeterli bir sinyal
gosterilir.

Kodlu degerler cinsinden oOnerilen quadratik model denklemi esitlik 3.3’ de
verilmistir.

a-Amilaz aktivitesi = 4159.69 - 7.81*A + 135.74 *B-7.40 * C - 131.18 * D -107.76*A2

- 284.69*Bz2- 246.84*C2- 387.69*D2+ 6.89*A*B - 4.16*A*C
+15.79*A*D + 18.74 *B*C - 201.82*B*D + 32.37*C*D (3.3.)
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Tablo 3.13. Amilaz iiretiminde ikinci dereceden (quadratic) cevap yiizey modelin amilaz {iretimi igin

ANOVA sonuglart
Kaynak Karelerin toplams Karelerin | F degeri Prob > F
Ortalamasi
Model 7.887E+006 | 5.633E+005 9.29 < 0.0001 6nemli
A 1465.72 1465.72 0.024 0.8786
B 4.422E+005 4.422E+005 7.29 0.0165
C 1315.96 1315.96 0.022 0.8849
D 4.130E+005 4.130E+005 6.81 0.0197
A2 3.185E+005 3.185E+005 5.25 0.0368
B2 2.223E+006 2.223E+006 36.64 < 0.0001
c2 1.671E+006 1.671E+006 27.55 < 0.0001
D2 4.123E+006 4.123E+006 67.95 < 0.0001
AB 758.64 758.64 0.013 0.9124
AC 276.49 276.49 4.557E-003 0.9471
AD 3987.80 3987.80 0.066 0.8011
BC 5621.33 5621.33 0.093 0.7650
BD 6.517E+005 6.517E+005 10.74 0.0051
CD 16766.62 16766.62 0.28 0.6068
Uyum eksikligi 8.470E+005 84697.47 6.72 0.0242 o6nemli.

Tablo 3.13’de incelenen her parametre igin Prob>F degerinin 0.05 den kii¢iik olanlar1
sonug lizerinde etkisi fazla olmaktadir. ANOVA sonuglarina gore enzim iiretimi iizerine
baslangi¢ pH’s1 ve asilama miktar1 lineer olarak etkilemektedir. Baslangic pH’si,
karistirma hizi ve asilama miktarindaki kiigiik bir derisiminin sonug iizerine onemli

oldugu, bu parametrelerdeki degisimin iissel olarak etkisinin sonuca yansiyacagi
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goriilmektedir. Ayrica karistirma hiziyla fermentasyon ortam sicakliklarinin birbiriyle
etkilesiminin 6nemli oldugu ANOVA sonuglarindan goriilmektedir.

Incelenen fermantasyon ortam kosullarmin birbiriyle olan etkilesimleri grafikleri sekil
3.8.’de verilmistir. Sekillerden de goriildiigii gibi calkalama hizinin yiiksek ve diistik
degerlerinde aktivite degerleri azalmaktadir. Maksimum enzim aktivitesi 166 rpm
arasinda oldugu belirlenmistir. a-amilaz aktivitesinde sicaklik kontroliiniin ¢ok 6nemli
oldugu ve mikroorganizmanin gelisebilmesi, enzim ya da metabolitleri iiretebilmesinin
ortam sicakligiyla yakindan iliskili oldugu belirtilmektedir (Sodhi vd., 2005). Ortam
sicakliginin optimum degeri 35.5 °C ile 37 °C arasinda oldugu ve karistirma hiz ile
fermentasyon ortam sicakliginin etkilesimininin 6nemli oldugu goriilmektedir. Genellikle
a-amilaz aktivitesinde ortam sicakligt 25-37 °C araliginda degismektedir ve
mikroorganizmanin biiylime kinetigine bakildiginda sicakliga bagl olarak bu sicaklik
araliklarinda kararli kaldigi belirtilmektedir (Dutta vd., 2005). Enzim aktivitesindeki
degisimin yliksek ortam sicakliginda onemsiz oldugu ancak diisiik sicaklik noktasinda
daha belirgin oldugu grafikten gézlemlenmektedir. Bununla birlikte nétr pH degerlerinde
enzim TUretiminin arttig1 goriilmektedir, bu veri literatiirde a-amilaz {iretimi ig¢in
tanimlanan degerlerle uyum igerisindedir (Amutha ve Jaya ,2011). Literatiirde asilama
seviyesininde enzim lretiminde onemli bir faktér oldugu belirtilmektedir.Yiiksek asi
konsantrasyonu nem igerigini arttirir. Diislik asilama seviyesinde iiretim ortaminda daha
diistik sayili hiicreler olusturulur (Shilpi vd, 2012). Sekilde 10 mL/L as1 konsantrasyonun

enzim liretimini maksimize ettigi goriilmektedir.
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Enzim {retimini maksimum veren model denkleminin optimum degerleri Myers and
Montgomery sayisal ¢oziimleme yontemini kullanan Design Exper (6.0) yazilimi
yardimiyla belirlenmistir. Belirlenen optimum ortam kosullarinda (pH: 6.95, Calkalama
hiz1:166 rpm, Asilama miktar1:9.9, Sicaklik:36°C) maksimum enzim aktivitesi 4199 U
olarak bulunmustur. Daha oOnce belirlenen optimum ortam bilesenleri ve ortam
kosullarinda yapilan deney sonucu sekil 3.9 goriilmektedir. Sekilden goriildiigii gibi
ulasilan maksimum enzim aktivitesi (4405 U) programin onerdigi aktivite degerine yakin

olarak belirlenmistir.

Altivite (1)

0 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

Inkiibasyon siiresi (saat)

Sekil 3.9. Optimum sartlarda a-amilaz aktivitesinin zamanla degisimi
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4. SONUCLAR ve TARTISMA

Bazi enzimlerin dogal ortamlarinda diisiik konsantrasyonlarda tiretilmesi, bu enzimlerin
biliylik miktarlarda {iiretilme zorlugunu arttirmakta veya imkansiz hale getirmektedir.
Uygun ekspresyon sistemlerinin kullanimi ile bu problem asildigindan dolay1 rekombinant
bakteriler rekombinant olmayan bakterilere gore daha ilgi ¢ekicidirler (Walsh, 2002).

Literatiirde rekombinant olmayan mikroorganizmalar ile dogal ortamlarda yapilan ¢alismalar ile
kimyasal bilesen iceren ortamda yapilan calismalarla kiyaslandiginda enzim iiretiminin dogal
ortamlarda daha yavas oldugu goriilmiistiir. Bunun nedeni olarak mikroorganizmanin ihtiyag
duydugu oksijenin ne nutrientlerin ortama gegisinin kimyasal bilesen i¢eren ortamlara nazaran daha
yavas oldugundan kaynaklandigi belirtilmistir ( Tanyildizi, 2005;Selen, 2006). Biillow ve
arkadaslar1 (1999); mikroorganizmanin ihtiya¢ duydugu oksijenin, oksijen transferi saglayarak hem
hiicre biiylimesini hem de enzim iiretimini artiran rekombinant mikroorganizmalar oldugunu ifade
etmislerdir (Biillow vd.,1999).

Yine literatiirde Vitreoscilla hemoglobin (VHD) bakterisi klonlanarak olusturulan rekombinant
bir susun rekombinant olmayan susu ile kiyaslandigi bir calismada VHb’nin oksijen baglayici
ozelliginden dolay1 rekombinant susun amilaz aktivitesinin rekombinant olmayana goére daha fazla
tiretildigi belirtilmistir (Wei vd.,1998).

Rekombinant susun literatiirden alinan besiyerlerinde o-amilaz enzim iiretiminin
incelendigi deneylerin sonucunda tiim ortamlarda enzim aktivitesi belirlenmis maksimum
enzim iiretimi LB ortamindan elde edilmistir.

E.coli’ye ait a-amilaz geni daha once degisik bakterilerde klonlanmustir (Tari vd.,1997,Geckil
vd.,2000 ).Tari ve arkadaglarinin yaptigi calismada o-amilaz geni MK79 ve MKS57 suslarina
klonlanmis ve LB ortaminda ve M9 ortaminda aktivite degerlerine bakilmistir.Bunun sonucunda
LB ortaminda bulunan aktivite degeri daha ytiksektir.

Denenen {ii¢ farkli ortamdaki ortam bilesenlerinden enzim {iretimine etkisinin
belirlenmesi amaciyla yapilan PB dizayn1 sonucunda 7 (glikoz, yeast ekstrakt, pepton,
nisasta, KH,PO,4, CaCl,, NaCl) parametrenin etkisinin 6nemli oldugu belirlenmistir.

Enzim {retimini maksimize eden ortam bilesimini belirlemek amaciyla MKD ile
yapilan denemeler sonucunda optimum ortam Na,HPO, (8 g/L), KH,PO, (1 g/L), NaCl
(0.75 g/L), NH4CI (0.97 g/L), MgSO4.H,O (3.57 mL/L), CaCl, (14 mL/L), glikoz (4

mL/L) olarak belirlenmistir. Bu noktada enzim aktivitesi 4209.59 U degerine artirilmustir.
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Enzim tiretim kosullarinin a-amilaz aktivitesine etkisi MKD dizayniyla belirlenmis ve
maksimum enzim aktivitesi (4199 U) pH (6.95), fermantasyon ortam sicakligi (36°C),
karistirma hiz1 (166 rpm) ve ekim konsantrasyonu (9.9 mL /L) degerlerinde elde edilmistir.

Amutha ve arkadaslar1 (2011), enzim iiretim kosullarinin a-amilaz aktivitesi lizerine
etkileri ile ilgili yaptiklari bir ¢alismada; maksimum enzim aktivitesinin pH (6) , ortam
sicakliginin (40 °C) ve karistirma hizinin 150 rpm ile 200 rpm arasinda oldugunu ifade
etmislerdir (Amutha vd.,2011).

Optimum ortamda yapilan dogrulama deneyinde elde edilen enzim aktivitesi (4405 U)

modelin 6nermis oldugu aktiviteyle (4537 U ) uyumlu oldugu goriilmiistiir.
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5. ONERILER

Endiistriyel enzimlerin ¢ok bliyiik bir kismi rekombinant suslar ile derin fermantasyon
kullanilarak iretilmektedir. Yapilan bu ¢alismada kullanilan rekombinant E.coli’nin
hemoglobin iiretebilmesi enzim iiretiminde Onemli bir arti saglayabilecegi literatiirde
verilen c¢alismalarda vurgulanmistir. Yapilan bu caligmada ortam optimizasyonu
amaglanmistir. Bu ¢alismanin devaminda yapilacak biyoreaktdr deneyleriyle enzim iiretimi
incelenerek rekombinant susun davranisi belirlenebilir.

Ozellikle son yillarda dikkat geken kat1 substrat fermantasyonunda bu susun kullanimi
salgilanacak hemoglobin yardimiyla oksijen transferinde 6nemli avantaj saglayabilir. Yar1
kat1 hal fermantasyonu yontemiyle farkli substratlarla calismanin incelenmesiyle ekonomik
olarak enzim iiretimiyle sonuc¢lanabilir.

Farklt ortamlardan elde edilen enzimin karakterizasyonu yapilarak endiistriyel

kullanimi incelenebilir.
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EKLER

Tablo E.1. Nisasta ¢ozeltisinin kalibrasyon verileri.

Nisasta (g/L) 0.5 1 25 5 75 10 125

Abs. (600 nm) 0.125 0.135 0.321 0.715 0.955 14 1.7

¥y=01332x+00199

05 =
R*=0.9971
T T T T T T T T
2 4 & g 10 12 14 16
Nigasts bonssntrasyonu (g1

Sekil E.1. 600 nm’de nisasta kalibrasyon grafigi.
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Tablo E.2. % 5’lik nisasta ¢6zeltisinin dalga boyu taramasi.

Dalga Boyu
(nm)

530

540

550

560

570

580

590

600

610

620

630

640

Absorbans

0.6

0.64

0.68

0.70

0.72

0.74

0.74

0.75

0.72

0.7

0.67

0.64

Fosfat tamponu: 0.1 M KH,PO4’den 868.4 ml, 0.1 M K;HPO,’den 131.6 ml alinip

0.62

Dialzs beyw (nm)

Sekil E.2. Dalga boyunun degismesiyle nisasta ¢ozeltisinin absorbans degerleri.

icerisinde 0.025 N NaCl konularak hazirlanmistir (pH:6.2).
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