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Ozet: Bacillus subtilis a-amilazinin bitkisel kaynakl géli nisasta graniilleri (patates, gay, piring

ve misir) Uzerindeki hidroliz etkisi taramal eleki mikroskobu kullanilarak incelengtir. Amilaz

ile muamele edilmemi patates, bgday ve piring grandllerinin ylzeylerinin dizgun da hafif
purizlt oldgu, misir granillerinin yuzeyinde kucik gorinir posl sahip oldgu godzlenmgtir.
Granlller ¢cok ya da daha az hasara sahipti. Pasetasifugal tip ¢cevresel pargalanma gosterirken,
misir, b@gday ve piring granilleri sentipental tip parcalanméstermgtir. Taramal elektron
mikroskop sonuglari enzimatik hidrolizin esasen imibugday ve piring grandllerinin yiizeyinde
meydana geldini ve amilaz ile njasta pargalanmasinda uzun bir hidroliz periyodugerektgini
gostermgtir. Clnkl 24 saat sonunda granillerde buyik vendaelikler gorilmigtir. Buna kagin,
patates granillerin de ise fazla bir hidroliz saptamstir.

Anahtar kelimeler: a-amilaz, Ngasta grandlleri, Hidroliz, Taramali Elektron Mikkadu (TEM)

Investigation of the Effect ofBacillus subtilis a-amylase onto Starch Granules
by Using Scanning Electron Microscope

Abstract: The degradation abilities af-amylase fromBacillus subtilisonto starch granules from
various botanical sources (potato, wheat, rice emich) were investigated by scanning electron
microscope. It was observed that the surfaceattp, wheat and rice starch granules untreatetl wi
amylase were as smooth or rougher surface, cornhsgganules have small visible pores on the
surface. Granules are more or less damaged. Coreatwdind rice starch granules exhibited
centripental type degradation, while that of pothibited centrifungal type degradation from outer
region.. Scanning electron microscope examinations showatl éhzymatic hdyrolysis occurred
mainly at the surface of corn, wheat and rice btajanules and to degrade starch with amylase
requries a long hydrolysis period. Because , it whserved big and deep holes on the granule
surface after 24 hours. In constrast, it was ntérdgned more hdyrolysisn potato granules .

Key words: a-amylase, Starch granules, Hydrolysis, Scanningtila Microscope (SEM)
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Giri s

Nisasta s@uk suda c¢ozinmeyen graniller formunda olup, orgaalar icin depo
materyali olarak bitki hiicrelerinde depolanan 6riebit karbonhidratir. Misir, patates,
piring ve bigday gibi bircok hububatin ana bjnidir (Polaina ve MacCabe, 2007).

Nisasta granilleri amiloz ve amilopektin olarak adlamah o-D-glukoz birimlerinden
meydana gelmiiki tip molekilden olgmaktadir. Amiloz, glukoz birimleri arasindal,4-
glikozidik bag ile baslanmasindan okan ve dallanma géstermeyen diiz bir yapidadir.
Amilopektin ise glukoz birimleri arasinda-1,4 baglantisina ilaveteno-1,6-glikozidik
dallanma bg noktalarini da igcermektedir. Amiloz ve amilopekiiperigi bitki turlerine
baglidir. Ornegin, busday nkastasi yaklgk %25 amiloz igerirken, misir gastasi %97-99
oraninda amilopektine sahiptir. Granullerinin yapgekli ve buyukl@gunde de farkliliklar
vardir (Polaina ve MacCabe, 2007).

Nisasta; a-, B-amilaz, isoamilaz ve pullulanaz gibi enzimlerlelkgk, maltoz ve
oligosakkaritlere hidrolize edilmektedir. $dista Urlnlerinin ggu gida ve mgubat
endustrilerinde kullaniimaktadir. Amilazlarsastayi hidrolize eden endustriyel acidan en
onemli enzimlerdir. Gida, tekstil ve farmakolojidgistrilerindeki farkli §lemlerde yaygin
bir sekilde kullanilirlar. Fungus, maya ve bakterilegipgayan bircok organizma sastay!i
parcalayan enzimler uretmektedir (Gawande ve Pag@01; Hamilton ve ark., 1999,
Yamamoto ve ark.2000). Fakat en iyi kaynak olarak b&acillus swulari bilinmektedir.
Ozellikle Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens Bacillus licheniformiszok énemli
a- amilaz kaynaklaridir, ¢ciinkii enzimleri termostdbvilve niastanin jelatinizasyonunda
kullaniimaktadir (Uhling, 1998). Genel olarak arita amilotik parcalanmaya c¢ok direncli
olan ham njasta grandlleri Gzerine iyi bir etkiye sahipzdeirler. Bundan dolay! amilazlar
ile nisastanin hidrolizasyonu 24 ya da 48 saat gibi uzurpércalama zamanina ihtiyac
gostermektedir. Kimura v&obty (1995) 32 saat sonunda D-glukozun ortaydgrk
rapor etmglerdir.

a-amilazlar A, B ve C bdlgeleri iceren ¢cok bolgetiroteinlerdir (Juszczak ve ark.,
1997). Bazi amilazlarin gasta bglama bélgesi (Starch Binding Domain=SBD) olarak
adlandirilan katalitik olmayan bdlge icerdikleriitimektedir (MacGregor ve ark., 2001;
Sorimachi ve ark.1997; Southall ve ark., 1999). Rodriguez-Sanoja ve &R0%) 3 tane
Laktobacillus a-amilazinda yeni bir gasta bglama bdlgesi tanimlaglardir. Fakat
enzimin ngasta grandlleri Gzerine adsorbsiyon mekanizmasa hat dgildir, bazi
calsmalar bunu enzimin C lganma bdlgesi ile aciklamaktadir. Cunkspergillus ve
Rhizopuggibi bazi funguslarin glikoamilazlar bir C termirtzaglanma bodlgesine sahiptir.
Bu bélgenin ham nasta Uzerinde ¢ok etkili olgu saptanngtir. Ayrica B. polymyxap-
amilazi veB. macerangyclodextrin glukotransferazi da bu bolgeyi icekbtedir (Jespersen
ve ark., 1991; Dettori-CAmpus ve ark., 1992)g&iyandarB. cereusve soya fasulyegl-
amilaz yapilarinin karastirilmasi sonucund@. cereusp-amilazinin iki ekstra maltoz
baglanma bolgesinin oldiu tespit edilmjtir. Bu bélgelerin enzimin ham gasta
granillerini absorblama ve sindirme yetginkazandirdgl saptanmtir (Mikami ve ark.,
1999).

Nisasta granullerinin enzimle parcalanmasi iki tiptenaktadir. Bunlardan birisi
nisasta grandliinin yizeyinden merkezingrdoolan sentripental, géri ise sadece g
ylzeyde sentrifugal parcalanmadir (Helbert ve, dr%96).
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Bu calgmada,B.subtilisa-amilaz enziminin njasta granullerini pargalama yetenekleri
ve sekilleri Taramali Elektron Mikroskobu (Scanning Ei®n Mikroskobu (SEM)) ile
tespit edilmeye calilmistir.

Materyal ve Yontem

Calismadao-amilaz enzimi lreten bir fabrika (ORBA Biyokimya$A, istanbul)’dan
sgglananBacillus subtilisa-amilaz enzim kayna olarak ve njasta kaynaklari olarak ise
ham piring, misir, bgday ve patates gastalari kullaniintir.

Bakterinin enzim Uretim kallar Sarikaya ve Gurgun (2000)'e gore yapsghmi 72
saatlik Uretim sonucunda toplanan supernatant ¥%a@0nyum sulfatl ¢okelme, TSK
Toyopeal kolon, ultrafiltrasyon, diyaliz ve SP gefa kolonu ile saflgtirimistir. Saflik
kontroli. Sodyum Dodesil Silfat PoliAkrilamid Jel ektroforezi: SDS-PAGE ile
yapiimstir.

Enzimin niasta hidroliz yeterigni gbzlemek icgin, kullanimdan dncesastalar milliQ
distile suyla bg kez yikanmy ve bir desikatérde kurutulmgtur. %5 w/v kurutulms nisasta
ornekleri (20 mg) icerisinde 5mM Cale 10mM 2-ME bulunan 400 pl 50mM Na asetat
tamponu (pH:5.4) icerisinde birakilghr. Reaksiyon 3%C'de, seyreltiim§j saf enzim
solisyonunun 100 pl eklenmesiyleskadilmistir. Reaksiyon 12, 18, 24 saat sirece takip
edilmistir. Her bir zaman arglinda ornekler alinrgive +4Cde 10000 g'de 5 dakika
santrifuj edilmitir. Hidrolize grandilleri iceren peletler elektromkroskobu ¢akmalarinda
kullaniimigtir.

Elektron mikroskobu ¢ajmalari igin peletler saf etanol ile iki kez yikagmye 10000
g’ de 5 dakika santrifilj edilrgiir. Daha sonra t-bitil alkol (2- methy- 2- prop§nite iki
kez yikanmglar ve tekrar santrif(lj edilngierdir. Santrifijden sonra tim 6rnekler liyofilize
edilmistir. Kuru nisasta granulleri gimiiplakali SEM (Scanning Electron Microscope)
stabina tutturulmgve 6rnekler iyon kaplatici (Hitachi, E-1030) ilelladiyum/platinyumla
kaplanmglardir. Boylece o¢rnekler Taramali Elektron Mikrobko (Scanning Electron
Microscope (SEM)), Hitaci, S-4500) ile incelentiri (Sarikaya ve ark., 2000).

Arastirma Sonuclari ve Tartisma

Bacillus subtilisa- amilaz enzimi ile muamele ediljnve edilmemy 4 farkli ham
nisasta granilleri SEM ile incelensgtir. 12,18 ve 24 saatlik reaksiyon sonucunda, eimzim
ilerleyen saatlerde granilleri parcalama yegama arttigi ve 24 saat sonunda grantllerin
¢ogunun hasaragradigi gorulmitar.

Enzimle muamele edilmeginisasta grandllerinden Kday, piring ve patates
yuzeyinin dizgin ya da hafif purtzli ofglu (Sekil B, C, D), sadece misir grandllerinin
yuzeyinde kic¢uk porlar gorilngiiir (Sekil A). Enzimle muamele edilmimisir, bigday ve
pirin¢ nisasta grandllerinin daha ¢ok, patates granillerisendaha az parcalagditespit
edilmistir (Sekil A1, B1, C1, D2).

Sekilde de goruldgu gibi, a-amilaz enziminin misir, Wday ve pirin¢g rjasta
grantllerinde sentripental tip parcalann$&Kil A1, B1, C1), patates gasta granillerinde
ise sentrifugal tip cevresel parcalanma goOsgerdie parcalanmanin sadece grandl
ylizeyinde oldgu saptanngtir (Sekil D1). Ayrica Misir ve bgday graniilleri klasiksvigre
peyniri modelini gdsterngtir. Bu model ilk olarak Smith ve Linebadarafindan rapor
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edilmistir (Hyun ve Zekius, 1985). Misir ve pday granullerinde olduk¢a buyuk ve
yuzeyden igeriye digu derin delikler gorulirkenSgkil A1, B1), piring granillerinde ise

Enzimle muamele edilen misir grantlleri stiinger bengapilar gosterngtir (Sekil
Al). Burada parcalanmanin muhtemelen yizeyde bolypaelardan bdadigi ve porlarin
parcalanma boyunca enzim molekillerinigasita granulleri Gzerindeki etkigini arttirdig
disulmektedir. Buna benzer bir yaklen Kimura ve Robty (1995) tarafindan da ifade
edilmistir. Amilaz enziminin farkli rgasta grandlleri Gzerindeki parcalama yeggriarkl
aragstirmacilar tarafindan da rapor edittini. Nisasta grantillerinin Gzerindekilsiz bdlgeler
bulunmy (Van der Maarele ark., 2002) ve Apinan (2007) misigastasinin ylzeyinin
¢ok porlu bir yapiya sahip olgunu rapor etmglerdir.Ylzeydeki porlarin grantllerin ic
kanallarinin a¢ik uclari olduklari tahmin edilmelkitg(Kork ve ark., 2000Baldwin ve ark.,
1997).

Sekil. B. subtilis a-amilaz enzimi ile muamele edilgive edilmemj ham ngasta grantllerinin
Taramali Elektron Mikroskop gorintileri. A, B, C ve mikrograflari enzimle muamele
ediimemi, Al, B1, Cl ve D1 ise enzimle muamele edjlmiisasta granillerini
gostermektedir. A:misir, B:lgday, C:piring, D:patates

Manelius ve Bertoft (1996) SEM ile yaptiklari gatiadaB.subtilisa-amilazinin yulaf
nisasta grandlleri Gzerine etkisinin misir granullden farkl oldgunu gosterngierdir.
Shariffa veark.(2009) tatl patates ve tapiocgasita grandlleri iizerinde enzimin etkisine
bakmslar. Scanning elektron mikroskobik gahalarinda genel olarak enzimatik hidrolizin
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nisasta grandllerinin  ylzeyinde ve yuzeydekjekilsiz bdlgelerinde oldgunu
gostermglerdir.

Tapioca njasta granullerinin plrizli oldu ve bu pirizli yizeyde spesifik bélgelerin
bulundigu, enzimatik hidrolizin bu bélgelerde gbadigi ileri strdimitir (Janéfek ve ark.,
2003). Apinan (2007)B.subtilis a-amilazinin patates gastasinin hidrolizini SEM ve
Confocal Laser Scaning ile gostererek, parcalanmamgasta yizeyinde oldwnu
gostermglerdir. Calsmamizda da patatesin elektron mikrograflarinda adangnanin
sadece ylzeyde olgu saptanmtir.

Lacerda ve ark.(2008) misir sastasi ile yaptiklari c¢amalarda fungala-amilaz
enziminin misir rgasta grandllerininsekilsiz kisimlarinda daha fazla parcalanmaya
ugrattigini goézlemlemglerdir. Enzimin, hidrolize ilk olarak gasta ylizeyinde godzlenen
deliklerden bgladigini ifade etmjlerdir. Sujka ve Jamroz (2007), yaptiklar gadada
granul yizeyleri tGizerindeki delikleri dikkate ¢ektardir.

Sujka ve ark. (2006) misir ve patates granilleriyiaptiklari cabmalar sonucunda
misir grandllerinin yiizeyinde delikler ve catlakigrpatates grandllerinin ylzeyinde ise
¢iziklerin oldyunu gozlemilerdir. Yaptgimiz calsmada da benzer sonuglar elde
edilmistir.

Diger yandan granul yapisi, sayisi ve boyutunun e#h icin énemli oldgu rapor
edilmistir (Gallant ve ark. 1992; Kimura ve Robty, 1995I@win ve ark.1997). Yagimiz
Olcuimlerde piring granil boyutu 3 pm vegelilerinin ise 6-15 pm oldiunu saptandi ve
boyut kuglldikce enzim gimin daha fazla oldiu sonucuna varilabilir. Clnki en buyuk
boyuta sahip olan patategamstasinin daha az hidrolizgradg gorilmitir.

Ayrica, nkastalar a-1,4 ba& ile bgslanmsg dalli bir yapi olmayan amiloz ve 1,4 e

1,6 balarini iceren dall bir yapi ofturan amilopektin olmak Gizere 2 form icermektedirle
Amilazlar a-1,4 ba&ini hidrolize etmektedir. Farkli bitkisel gaista grandlleri amiloz ve
amilopektinin farkli dgiimina sahiptirler (Sivakve Preiss, 1998; Polaina ve MacCabe,
2007). Bunlarin miasta grandllerindeki farkli gdimlarindan dolayr enzimin etkisinin de
farkh olabilecgi distinidlmi, ancak Kimura ve Robty (1995), granildeki amiloz
miktarinin enzim tesir oranini etkilemgthi rapor etmglerdir. Ancak, bu konuda yeterli
calismalar bulunmamaktadir.

Cok onemli bir endustriyel enzim olamamilaz enzimin substrati olan sastayi
parcalama yeteggain taramali elektron mikrograflari enzimin farkdaynakl ngastalarini
farkh bir sekilde parcalagnni gostermitir. Dolayisiyla, o-amilaz enziminin parcalama
yetengi nisasta tiplerine bz olmaktadir.

Ayrica granulin boyutu, icedi ve ylzey yapisinin pargalanma ile bigklsi olacas
ve Ozellikle parcalanma esasen yulzeyde ilk olamlabtigindan ngasta granillerinin ortam
sartlarinin dgisimi ile (sicakhk, pH vd.) yuzeylerinin daha ¢okrfalii hale getirilerek,
enzimin yizeye hdanmasinin kolaykabilecei disinilmektedir.

Amilazlarin X-Ray diffraksiyon yontemiyle molekulgrapisini belirlemek ve ham
nisasta granulleri Uzerindeki etkigli konusunda aktirmalara hiz verilmelidir. Eer
amilazin molekiler yapisi vesaista hidrolizinde en biyuk rolii oynayan bolgesigaran
¢ozilurse, bu ham gastanin endistriyeklenmesinde daha etkin kullaniimasina imkan
taniyacaktir. Ayrica amilazlarin gaistaya affinitesinin biyokimyasal mekanizmasinin
bilinmesi nsastanin endistriyel hidrolizingik tutacaktir.
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