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OZET

TERMAL KAYNAKLARDAN SICAKLIGA DIRENCLI ALFA-AMILAZ ENZiMi
URETEN BAKTER]I iZOLASYONU VE ENZIMIN KISMIi
KARAKTERIZASYONU

Giiltekin OZDEMIR
Yiiksek Lisans, Biyoloji Anabilim Dali
Danisman: Dog. Dr. Bahri Devrim OZCAN

Agustos 2019, 68 sayfa

Bu calismada, Nigde ili Ulukisla ilgesi Ciftehan bdlgesi sinirlar1 iginde bulunan
kaplicadan alinan toprak 6rneklerinden a-amilaz aktivitesine sahip Bacillus izolasyonu
yapilmistir. Izolat bakteri, Bacillus sp. GA4 olarak isimlendirilmistir. Bacillus sp. GA4
izolatina ait a-amilaz enziminin optimum aktivite sicaklig1 ve optimum pH's1, sicaklik
stabilitesi, SDSPAGE zimogram analizi, antibakteriyel aktivitesi ve bazi kimyasallarin
etkisi arastirilmistir. Enzimin optimum pH ve sicaklik degerleri sirasiyla 6.0-8.0 ve 50
°C olarak bulunmustur. Enzim 40 °C’de 30 dk. 6n inkiibasyon sonrasinda aktivitesini
tamamen korunmustur. Enzim, 50 °C ve 60 °C’de 30 dk. 6n inkiibasyon sonrasinda ise
sirastyla %21 ve %37’lik aktivite kaybma ugramistir. MgCl> ve FeSOs enzim
aktivitesini sirasiyla %13 ve %12 seviyelerinde indiiklerken, CuSO4, CaCl, ve EDTA
sirastyla %81, %38 ve %33 oranlarinda inhibe etmistir. Bacillus sp. GA4 o-amilaz
enziminin molekiiler agirligi SDS-PAGE zimogram analizi ile yaklagik olarak 55 kDa
bulunmustur. Izolatin CFX, CN, TE, RD, S, Amp ve P antibiyotiklerine kars1 hassas,
SH antibiyotigine ise direngli oldugu gozlenmistir. Bu sonuglara gore, GA4 a-amilazi
mevcut ozellikleri ile endistriyel kullanimlara uygun olmamakla birlikte, molekiiler
genetik modifikasyonlarla uygun hale getirilebilir.

Anahtar Kelimeler: Sicaklik stabilitesi, Bacillus, a-amilaz, SDS-PAGE, izolasyon



ABSTRACT

ISOLATION OF THERMOSTABLE ALPHA-AMYLASE PRODUCING
BACTERIUM FROM THERMAL SPRINGS AND PARTIAL
CHARACTERIZATION OF THE ENZYME

Gultekin OZDEMIR
M.Sc., Department of Biology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Bahri Devrim OZCAN

August 2019, 68 pages

In this study, Bacillus sp. strains exhibiting a-amylase activity isolated from the soil
samples of the thermal spring those located in the borders of Nigde province, Ulukisla
subprovince, Ciftehan region. Isolated bacterium was named as Bacillus sp GA4.
Optimum activity temperature, optimum pH value, thermal stability, SDS-PAGE
zymogram analysis, antibacterial activitiy and the effect of some chemicals on a-
amylase enzyme of Bacillus sp. GA4 were determined. Optimum pH and temperature
values of the enzyme were found 6.0-8.0 and 50 °C respectively. Enzyme activity was
retained totally after pre-incubation within 30 minutes and at 40 °C. However, enzyme
acitivity was reduced at the rate of %21 and %37 after pre-incubation at 50 °C and 60
°C, repectively. MgCl. and FeSOs inhibited enzyme activity at levels of %13 and %12,
whereas CuSQO4, CaCl, and EDTA inhibited %81, %38 and %33 respectively. The
molecular weight of Bacillus sp. GA4 a-amylase was found to be approximately 55
kDa by SDS-PAGE zymogram analysis. The isolate was found to be sensitive to CFX,
CN, TE, RD, S, Amp and P, while resistant to SH. According to these results, GA4 a-
amylase is not suitable for industrial use with its existing properties, but can be made
suitable for molecular genetic modifications.

Key Words: Thermal stability, Bacillus, a-amylase, SDS-PAGE, isolation
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1.GIRIS

Enzimler, giinlimiizde hemen her sanayi kolunda yogun kullanim alani bulmus
vazgegilmez biyomolekiillerdir. Kendilerinde herhangi bir degisiklik olmadan
reaksiyona girdikleri substratlarin son iriinlere doniismesini katalizlerler. Enzimler,

hiicrelerdeki metabolik faaliyetlerin tamaminda gorev alan yonetici molekiillerdir.

Karbon, oksijen, hidrojen ve azottan olusan enzimler, organizmalarin canliligini
saglayan ve ¢evreye adaptasyonunu devam ettiren biyokimyasal reaksiyonlarda
katalizor olarak gorev yaparlar. Metabolizma faaliyetleri igin gerekli olan reaksiyonlar
cok sayida basamakta gerceklesir ve her bir basamakta spesifik bir enzim gorev yapar.

(Karademir, vd., 2003; Nelson ve Cox, 2004).

Enzimler kimyasal katalizorlerle karsilastirildiklarinda, daha az oranda zararli yan
irtin meydana getirmeleri ve daha diisiikk maliyetli iirtin imalat1 yapmalar1 nedeniyle
ticari kullanimlar1 daha caziptir. Enzimlerin gesitli endiistriyel sektorlerde tercih
edilmesindeki artis nedenlerinden birisi de yeni gelistirilen immobilizasyon
teknolojileriyle  suda ¢6ziinmeyen  matrikslerden  yararlanarak  defalarca
kullanilabilmesidir (Glimiisel, 2002). Endiistriyel enzimler laboratuvarlarda analiz i¢in
kullanilanlara nazaran kismen saflastirilarak ya da dokme y1gin olarak ticari pazarlara
sunulur. Endiistriyel enzimler, ¢ok sayida ¢esitli bitkisel, hayvansal ya da mikrobiyal
kaynaklardan elde edilir. Glinlimiizde kullanilan enzimlerin biiyliik ¢ogunlugu
mikrobiyal kaynaklardan elde edilmektedir. Bu alanda pazarin biiyiik bolimiini
proteazlar ve karbohidrazlar gibi ekstraseliiler iirlinler olustururken bununla birlikte
glukozoksidaz gibi intraseliiler triinler de yer almaktadir. Endiistriyel enzim
iretiminde en Onemli doniim noktalarindan birisi de mikrobiyal proteazlarin toz
deterjanlarda kullanilmasi olmustur. Bacillus’tan iiretilen proteazlar ilk olarak 1959
yilinda piyasaya siiriiliirken, 1963 yilinda ¢amagir tozu tireten ilk biiyiik firma faaliyete
gecmistir (Whitehurst ve Van Oort, 2009). Enzim teknolojisi OECD (Organization for
Economic Cooperation and Development) tarafindan siirdiiriilebilir endiistriyel
gelisim igin disiplinler arasi bir alan olarak tanimlanmistir. Uygulama alanlar1
dogrudan endiistriyel iiriinlerden baslayip tibbi arastirma gelistirme faaliyetlerine

kadar cesitlilik arz etmektedir. Bu nedenle endiistriyel enzimler, biyoteknolojik



riinler igerisinde dnem derecesine gore ilk sirayr almaktadir (Thomas, vd., 2013).
Endiistriyel enzim iiretimi 1989-1990 yillar1 arasinda diinya piyasalarinda 700 milyon
dolar seviyesindeyken 2010 senesinde 3.3 milyar dolar seviyesine ¢ikmistir. 2015
yilina kadar yaklasik 4.4 milyar dolara yaklasacagi tahminleri yapilmistir (Jaramillo,
vd., 2015). Diinya geneli toplam enzim iiretimi alaninda yapilan baska bir aragtirmada

enzim iretiminin artarak devam edecegi gosterilmistir (Sekil 1.1).

Global Enzim Pivasasi { milvon . Amerikan Dolar)

2016 (toplam tiratim) 1500 1240 1110 1160

2021  (tahmini Gretim) 1890 1590 1330 1510

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000

B Guda Haywvan vemi Disterjan Diger Teknik Uriinler

Sekil 1.1. Global enzim piyasas1 2016 toplam iiretim ve 2021 tahmini {iretim miktar1

(Dewan, 2017).

1.1. Enzim Uretim Kaynaklar

Enzim tiretim kaynaklari1 bitkisel, hayvansal ya da mikrobiyal olabilir. Esteraz, papain,
tireaz, fisin, beta-amilaz ve aktinidin enzimleri bitkisel koékenli enzimlerden
bazilaridir. Bitkisel kdkenli enzimlerin tercih edilmesindeki onemli faktorler soyle
siralanabilir; topraklarin verimli kullanilmasi, {irlinlerin gelisim dongiisii ve tarim
yapilacak bdlgelerdeki iklim durumu. Ayrica tarimsal etkinliklerinin regiilasyonundan
sorumlu ulusal ve uluslararasi politik kuruluslarin aldigi kararlar ve belirledigi
politikalar bitkisel enzimlerin kullanimin1 dogrudan etkilemektedir (Godfrey ve West,
1996).

Tripsin, katalaz, lipaz ve pepsin hayvansal organizmalardan elde edilen enzimler

arasinda yer alirlar. Hayvansal kokenli enzimlerin {retiminin gelismesini ve



biiylimesini bitkisel enzimlerde oldugu gibi, hayvancilik sektoriinii kontrol eden
politik ve tarimsal kuruluslar etkilemektedir. Bir¢ok iilkede yerli ticari hayvan
tirlerinin koruma altinda olmasi, hayvanlarin ve hayvansal dokularm ithalat
rejimlerinde kat1 kisitlamalar uygulanmasi hayvansal enzim iiretimini sinirlayan diger
etkenler arasinda yer almaktadir. Bununla birlikte 6zellikle viriis kokenli hastaliklarin
hayvan ve hayvan dokulariyla bulagma riskinin yiiksek olmasi bu alandaki en 6nemli
endise kaynaklarindan birisidir. Bahsi gegen sorunlar nedeniyle hayvan ve hayvansal
kaynaklardan {retilecek ticari degeri olan enzimler Onemli bir kisitlama ile
karsilagmaktadir. Bitkisel ve hayvansal kokenli enzim iiretiminde ortaya ¢ikan tiim bu
sorunlar mikroorganizmalardan elde edilen enzimlerin daha revagta olmasimni
saglamistir (Godfrey ve West, 1996).

Mikroorganizma kaynakli enzimler, bitkisel veya hayvansal kokenli enzimlerle
karsilastirildiginda birgok avantaja sahiptir; biyokimyasal aktivasyon diizeyleri
yiiksektir, zararl yan tiriin olusturmazlar, daha dayaniklidirlar, maliyetleri diisiiktiir,
fazla miktarda tretilebilirler (Wiseman, 1987). Enzimler dogada mikrobiyal kaynak
olarak ¢ok genis bir biyogesitlilik gosterirler. Mikroorganizmalar zor ve olumsuz ¢evre
sartlarina olaganiistii bir adaptasyon yetenegine sahiptir. Olii deniz, Antartika,
volkanik ¢ukurlar, termal kaynaklar ve kontamine olmus topraklar gibi alanlarda elde
edilen enzimler farkli karakteristik 6zellikler gosterirler (Borrelli ve Trono, 2015;
Bonugli-Santos, vd., 2015). Diinya genelinde iiretilen ticari enzimlerin %80°i
mikroorganizma kokenlidir. Kaynak olarak yararlanilan mikroorganizmalar,
cogunlukla bakteriler ve mantarlardir. Mikrobiyal enzimlerin ticari olarak basariyla
kullanilabilmelerinin en énemli sebeplerinden ilk sirada gelen 6zelligi rekombinant
teknolojiler ile genetik modifikasyon yapilabilmesidir. Bu sayede sentezlenen enzimin
ozellikleri degistirebilir ve yiiksek miktarda tretimi miimkiin olur. Dogal
kaynaklardan yaklasik 4000 enzim tiirii saflagtirilmis olup 200 enzim tiirii endiistriyel
amaglarla kullanilmaktadir. Ticari olarak yiiksek dneme sahip olan enzimlerin biiyiik
cogunlugu (yaklasik %75°1) hidrolazlar grubuna aittir ve mikroorganizmalardan elde
edilirler. Yiiksek molekiil agirligma sahip olan substratlar1 kolaylikla iiriine
doniistiiriirler. Hidrolazlar ayn1 zamanda substrat spesifitesi genis oldugu i¢in ¢ok
sayida farkli molekiil tiiriine etki edebilirler (Sharma, vd., 2001).



1.2. Enzim Tiirleri

Biyoteknoloji endiistrisi son yillarda onemli gelismeler kaydederek cesitli enzim

tiirleri izerinde arastirma gelistirme faaliyetlerinde bulunmaktadir.

1.2.1 Proteazlar

Proteaz enzimi canli organizmalarin hemen hepsinden rastlanilabilen, biliyiime ve
cogalma aktivitelerinde aktif gorevi olan bir enzimdir (Bulut, 2007). Bitkisel,
hayvansal ya da mikrobiyal kaynaklardan izolasyon yapilabilmektedir. Uzun yillardir
deterjan ve gida endiistrisinde kendine kullanim alan1 bulmustur. Genellikle kararh
oldugu optimum sicaklik ve pH degerleri ¢ok yiiksektir. Proteaz enzimlerinin pH
degerleri deterjan endiistrisinde tercih edilmelerinin en 6nemli nedenidir (Suhartati,
vd., 2008). Substrat olarak proteinler tizerinde etki ederler ve protein hidroliz
reaksiyonlarini katalizlemeleri nedeniyle canli hiicrelerde fizyolojik yonden, ticari
acidan ise endiistriyel uygulamalarda oldukc¢a onemlidirler. Ticari olarak kullanildig:
cesitli sektorler; tekstil, deri, yem, gida, fotografcilik, ilag sanayi ve saglik alanidir
(Bulut, 2007). Enzimin siniflandirilmasi aktivitesinin optimum oldugu pH aralig1 esas
alinarak asit, notral ve alkalin proteazlar olmak {izere 3 temel grup seklinde
yapilmaktadr. Alkalin proteazlar deterjan tiretiminde kullanilan katki maddeleri
arasinda yer alir. Cevre kirliligini azaltmas1 ve temizleme islemlerinde diisiik yikama
sicakhiginda etkili olmalar1 nedeniyle kimyasal katalizorlere gore Ustiinliige sahiptir.
Giintimiiz enzim piyasasinda Bacillus tiirlerinden tiretilen alkalin proteazlar yiiksek bir
orana ulasmstir (Mukherjee, vd., 2008). Termofilik ve alkalifilik Bacillus tiirlerinden
yiiksek sicaklik ve pH’da kararh alkafilik proteazlar elde edilir (Bulut, 2007).

1.2.2. Lipazlar

Lipazlar lipid molekiillerinin temel yapisinda trigliserid molekiiliiniin yag asidi
zincirlerini yeni bir molekiil ile degisiklik yapabilme yetenegine sahip enzimlerdir
(Barros, vd., 2010; Garcia-Galan, vd., 2013). Lipazlar, 6zel kompozisyonlara sahip
yag molekiilleri iiretilirken kontamine bir son {iriin olugsmamasi, yiiksek katma deger

elde edilmesi ve ¢evreye zarar verilmemesi nedeniyle kimyasal katalizorlere gore daha



uistiin 6zelliklere sahiptir (Ray, 2012; Garcia-Galan, vd., 2013). Dogada ¢ok yaygin
olarak canlilarda rastlanan lipazlar bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalar
tarafindan tretilmektedirler (Choudhury ve Bhunia, 2015). Peynir lezzetini artirmak
icin geleneksel olarak cesitli hayvanlardan elde edilen pankreas enzimleri ya da gastrik
dokulardan elde edilen enzimler kullanilirken giiniimiizde mikrobiyal kaynakli lipazlar
kullanilmaktadir (Aravidan, vd., 2007). Trans yaglarin insan sagligina ¢ok zararli
etkilerinin kanitlanmasinin ardindan yag endiistrisinde hidrojenizasyon yontemlerinde
onemli teknolojik gelismeler saglandi. Bu kapsamda katalizor ihtiyaci i¢in kimyasal
alkalin ya da enzimatik islemler gelistirildi. Spesifik lipaz enzimleri yag asidini
gliserol molekiiliine baglamak igin uygun pozisyonu degistirmeden gercgeklestirmesi

nedeniyle Ustiinliik saglamaktadir (Messias, vd., 2009).

1.2.3. p-Galaktozidazlar

B-Galaktozidaz enzimleri seliiloz ve benzeri farkli karbonhidrat makromolekiillerde
glikozlar1 baglayan B-1,4-D-glikozidik baglarmmin hidrolizini katalizler. Tanimlandig1
1951 yilindan giiniimiize kadar bu enzim tizerinde birgok ¢alisma yapilmistir. Farkli
mikroorganizma tiirlerinde, hayvanlarda ve bitkilerde yaygin olarak gozlenmektedir
(Cohn ve Monod, 1951; Appel, vd., 1965; Kurz ve Wallenfels, 1974). B-Galaktozidaz
glikozil hidrolazlarm grubu i¢inde yer alan bir enzimdir. Bu enzim grubu, ilk 6nceleri
fonksiyonel benzerlik esas almarak siniflandirilirken gliniimiizde aminoasit dizilimi
temel alinmaktadir. Aminoasit dizi benzerliklerine gore 106 glikozil hidrolaz (GH)
ailesi olarak smiflandirilmistir (Henrissat, 1991; Henrissat ve Balroch, 1996). 106
glikozil hidrolaz (GH) enzimleri, giiniimiizde 4 farkli familya altinda yer almaktadir:
GH-1, GH-2, GH-35 ve GH-42. Endiistriyel potansiyelleri nedeniyle lizerinde siklikla
arastirma yapilan 6nemli gruplardan biri GH-42 olup ekstremofil mikroorganizmalar
tarafindan tretilir. GH-2 grubundaki B-galaktozidaz enzimi {izerinde ¢ok sayida
calisma yapilmistir (Giil-Giiven, vd., 2007; Holmes ve Dyall-Smith, 2000; Ohtsu, vd.,
1998). p-Galaktozidaz iireten termofil bakteriler insan viicut sicakliginda
ireyemedikleri icin patojenik oOzellige sahip degildir ve saglik i¢in tehlike
olusturmazlar, bu nedenle bircok uygulama icin yiliksek potansiyele sahiptirler

(Tanriseven ve Dogan, 2002). B-galaktozidaz siit laktozunu katalize ederek hidrolizini



gerceklestirir ve bu nedenle siit endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Biswas,
vd., 2003).

1.2.4. Ksilanazlar

Ksilanazlar, ksilan molekiiliinii katalize ederek hidrolize eden enzimlerdir. Dogada
bakteri, maya ve funguslara ait g¢esitli mikroorganizma tiirleri tarafindan
tretilmektedir. Ksilanin yap1 tast olan ksiloz molekiilleri -1,4 baglar1 ile birbirine
baglanarak uzun zincilerden meydana gelen bir makromolekiil olustururlar. Ksilan
dogada biyokiitlenin %30-35’ini olusturan hemiseliilozun temel bilesenidir. Ozellikle
kagit, yem ve gida gibi temel endiistrilerin aritma ve geri doniisiim uygulamalarinda
ksilanaz enzimi kendine kullanim alani bulmaktadir (Sargin ve Ongen, 2003).
Endiistriyel ksilanaz enzimi iiretiminde genellikle bakteri ve fungus tiirleri
kullanilmaktadir. Bacillus ve Thricoderma cinslerine ait farkli tiirler tizerinde
caligmalar halihazirda devam etmektedir (Giineri ve Daglioglu, 2008). Cevresel
kanunlardaki kisitlamalar, kagit endiistrisinde agartma kimyasali olarak kullanilan Klor
kullanimini sektoriin 6nemli bir sorunu haline getirmistir. Bu durum kagit hamuru
agartma prosesinde ksilanaz enzimi kullanilmas: ile ilgili ¢alismalara dikkat
¢cekmektedir (Eren-Kiran, vd., 2006). Unlu gida sektoriinde ise ksilanazlar, un
kalitesindeki  farkliliktan  kaynaklanan sektér sorunlarinin  giderilmesinde
kullanilmaktadir (Gtineri ve Daglioglu, 2008).

1.2.5. Seliilazlar

Dogadaki organik kiitlenin en biiylik kismin1 olusturan seliiloz, bitkisel kaynaklidir ve
bir disakkarit olan sellobiyozdan olusan bir makromolekiildiir (Lamed, vd., 1998).
Seliiloz yapisal olarak sert bir maddedir ve fibriller olusturarak bitki hiicre duvarini
meydana getirir. Bitki kiitlesinin %40’ m1 selillozdan meydana gelir, yaklagik 15.000
glikoz molekiilii -1,4-glikozidik baglar ile lineer bir sekilde baglanarak seliilozu
olusturur. Seliiloz hidrolizini katalizleyen seliilaz enzimleri genellikle bilyiik oranlarda
mantar ve bakterilerden elde edilmektedir. Seliilaz enzimleri, alkol {iretimi, tekstil,
deterjan, firmcilik, yem, zirai geri doniislimii gibi ileri biyoteknolojik uygulamalarin

oldugu birgok sektorde genis ¢apta kullanilmaktadir (Niehaus, vd., 1999). Bakteri ve



funguslardan elde edilen ticari 6neme sahip birkag¢ seliilaz enzimi vardir. Seliilaz
enzimi tretiminde siklikla bagvurulan mikroorganizma kaynaklar1 Trichoderma
(Teeri, vd., 1998), Aspergillus, Penicillium ve Bacillus (Tomme, vd., 1995; Ito,
1997)’lardir.

1.2.6. Amilazlar

Amilazlar nisastanin seker molekiillerine yikilmasini katalizleyen enzimlerdir.
Nisasta, polisakkaritlerin depolanmasini saglayan, insan beslenme diizeninin ana
ogelerinden biridir. Bu nedenle ¢esitli gida iriinlerinin enzimatik proseslerinde
kullanilmaktadir (de Souza ve de Oliveira-Magalhaes, 2010). Nisasta amilolitik
enzimler tarafindan indirgenir. Amilazlar hayvansal, bitkisel ya da mikrobiyal
kaynaklardan elde edilse de endiistriyel liretimlerde kisa silirede sonu¢ alinmasi
nedeniyle mikroorganizmalar kullanilmaktadir (Burhan, vd., 2003).  Nisasta
sivilagtirma, sekerlesme, mayalama ile iiretilen ¢esitli gida iirtinleri, damitmaya dayal
endiistriyel iirlinler, kagit sanayi, tekstil tiriinleri, deterjan endiistrisi gibi bir¢ok alanda
kullaniminin artmasi a-amilaz enziminin iiretimine daha ¢ok dnem verilmesine neden
olmustur (Gupta, vd., 2003). Giiniimiizde tip ve analitik kimya alaninda da amilaz
kullannminin artmasi1 biyoteknolojinin smirlarin1  genisletmektedir. Endiistriyel
enzimlerin bliyiilk cogunlugu mikroorganizmalardan ekstraseliiler olarak temin
edilmektedir. Bu tiir enzimler igerisinde a-amilaz ticari deger olarak en iist sirada yer
almaktadir. Bakteriler ve mayalar hiicre dis1 sindirim amaciyla amilaz enzimlerini
hiicre zarlarindan disar1 salgilarlar. Coziinmiis nisastayr glukoz ve maltoza
indirgeyerek hiicre i¢ine alip besin olarak kullanirlar. Mikrobiyal amilaz iiretimi klasik
kimyasal metotlara gore daha kolay reaksiyon sartlar1 sagladigi i¢in tercih

edilmektedir (Divakaran, vd., 2011)

1.3. Bacillus Tiirlerinin Genel Ozellikleri

Bacillus cinsi igerisinde siniflandirilan mikroorganizmalar, ¢omak sekilli, endospor
olusturan, aerobik ya da fakiiltatif aerobik gram pozitif bakterilerdir. Baz1 tiirlerinde
bakterinin yas ilerlemesine bagli olarak gram negatife doniisiim olabilir. Bu cinse ait

birgok tiir cok genis bir fizyolojik yetenege sahip olmalarindan dolayr hemen hemen



her tiirlii dogal ¢evre sartlarinda varliklarini siirdiirebilirler. Arktik topraklardan, tatl
sulara, denizlerden ¢ollere kadar ¢ok ¢esitli habitatlarda bulunabilirler. Her hiicre
sadece bir adet endospor olusturur. Sporlar sicaklik, sogukluk, radyasyon, kuruma ve
antiseptik maddelere karsi koruma saglar. Bacillus anthracis gibi, omurgalilarda
sarbon hastaligina neden olan tiirler oldugu gibi boceklerde hastaliga neden olan
Bacillus larvae gibi tiirleri de vardir. insan ve ¢iftlik hayvanlarinda hastaliga neden
olan Bacillus cereus gibi patojen tiirleri bulunmaktadir. Bacillus cinsine ait bir¢ok tiir

zararsiz ve ¢iriik¢tldir (Turnbull, 1996).

Sicakliga dayaniklilik, asidik-alkali ortamlara tolerans ve biiyiikliik gibi nitelikleri her
tiriin kendine 6zeldir: psikrofilik, termofilik, mezofilik, hipertermofilik, alkalifilik,
halofilik tiirler Bacillus cinsi iginde goriiliir ve hiicre biiyiikliikleri farklilik arz eder.
Ornegin Bacillus subtilis mezofilik bir bakteri olup en diisiik 5-20 °C ve en yiiksek 45-
55 °C sicakliklarda geligir. Tuzluluk derecesi (salinite) en yiiksek %7 NaCl (w/v)
oranina kadar ¢ikabilir. Bacillus subtilis hiicre biiyiikliigiine 0.7-0.8 pm ile 2.0-3.0 pm

arasinda rastlanmaktadir (Zeigler ve Perkins, 2009).

Bacillus cinsi bakterileri tiirlere gore tek ya da koloni halinde yasayabilirler.
Kolonilerin renk, goriiniim gibi fiziksel 6zellikleri ile besiyeri icerigi gibi c¢esitli
faktorlerden etkilenebilir. Biiyiik cogunlugu normal sartlarda pigment iiretemez ancak
besiyerinde kullanilan katki maddelerine gére farkli renklerde pigment olusumuna

rastlanilmaktadir (Rosovitz, vd., 1998; Sneath, 1986).

1.3.1. Bacillus Tiirlerinin Genetik Siniflandirilmasi

Bacillus cinsi tiirlerinde 16S rRNA sekans analiz yontemi, belirli fenotipik 6zelliklere
gore ayrimi yapilamayan bakterilerin tanimlanmasmi saglamasi nedeniyle bu
bakterilerin smiflandirilmasinda devrim etkisi yapmustir (Ash, vd., 1991). Bu
gelismenin ardindan taksonomistler diinyanin bir¢ok farkli bolgesinden ve doganin
hemen hemen her habitatindan Bacillus tiirleri tanimlamaya baglamislardir. Bacillus
tiirleri icin daha once yapilmis olan klasik smiflandirma radikal olarak degisime

ugramustir (Zeigler ve Perkins, 2009).



1.3.2. Bacillus Tiirlerinin Endiistriyel Enzim Uretimindeki Onemi

Bacillus tiirleri 6zellikle amilaz enzimlerinin iiretiminde genis bir kullanim alani
bulmustur. En ¢ok tercih edilen ve Onemli olan tiirleri arasinda Bacillus
amyloliquefaciens, Bacillus licheniformis (Fogarty ve Kelly, 1980), Bacillus
stearothermophilus (Wind, vd., 1994), Bacillus subtilis (Takasaki, 1983), Bacillus
megaterium (Brumm, vd., 1991) ve Bacillus circulans (Takasaki, 1985) yer alir.
Bacillus tiirlerinin  kullanildig1 biyoteknolojik proseslerde ¢esitli substratlar
kullanilmaktadir. Nisasta (Prabakaran ve Pugalvendhan, 2009), muz kabugu (Shaista-
Kokab, vd., 2003), bugday kepegi ve piring (Anto, vd., 2006) iizerinde substrat olarak
calismalar yapilmistir. Ticari ve bilimsel olarak probiyotik 6zellikleri bilinen, spor
olusturmayan laktik asit bakterileri yaninda spor olusturan bir bakteri grubu olan
Bacillus tiirleri de probiyotik nitelikleri ile dikkat ¢ekmistir. Bu 6zelligi in vitro ve in
vivo ortamlarda arastirilmistir. Bacillus tiirlerinin yiliksek asit toleransi ile diisiik ve
yiiksek sicaklik stabilitesi probiyotik {irlinlerin iiretiminde tercih edilmesine neden
olmustur (Bader, vd., 2012).

1.4. a-Amilazlar

a-Amilazlar (endo-1,4-0-D-glukan glukohidrolaz, E.C.3.2.1.1), bir polisakkarit
molekiilii olan nisastayr meydana getiren glikoz monomerleri arasindaki o-1,4
glikozidik baglarin1 hidrolize ederek Kkatalizleyen enzimlerdir. a-Amilazlar ilag
sanayinden iiretilen spesifik maddelerden nigastanin par¢alanarak glukoz suruplarinin
elde edildigi dev gida fabrikalarina kadar genis bir kullanim alani bulan endiistriyel
enzimlerdir (Sivaramakrishnan, vd., 2006). a-Amilaz 30 kadar tiir igeren amilaz
enzimi ailesi iginde en Onemlisi olup; aminoasit benzerligine gore smiflandirma
yapildigi i¢in tiir say1s1 konusunda gesitli karigikliklar olabilmektedir (MacGregor, vd.,
2001). Bu enzime hayvan, bitki ve mikroorganizma tiirlerinde dogal olarak siklikla
rastlanmaktadir. Biyoteknolojik olarak a-amilaz iiretiminde fungus, maya ve bakteriler
kullanilmaktadir (Gupta, vd., 2003). Enzimin ticari olarak en ¢ok tiiketildigi nisasta
endiistrisi proseslerinde, pH ve sicaklik optimal degerleri nedeniyle bakterilerden elde
edilen ¢esitleri fungustan elde edilenlere tercih edilmektedir. Enzimin mikrobiyal

olarak yiiksek oranda saflagtirilip kristalize edildigi tiirler: Bacillus amyloliquefaciens,



Bacillus lincheniformis, Bacillus subtilis var. sacchariticus, Bacillus coagulans,
Pseudomonas saccharophila ve Aspergillus oryzae (Robyt, 2009). Nisasta
molekiiliinii katalizleyerek gergeklestirdigi hidroliz sonucu glikoz, dekstrin ve limit
dekstrinler son iiriin olarak ortaya ¢ikar. Laboratuvarda yapilan kimyasal analiz
islemlerinde modifiye nisasta ya da ¢Oziiniir nisasta kullanilmaktadir. Enzim
aktivitesini belirleyebilmek i¢in ¢esitli fiziksel ve kimyasal metotlar kullanilabilir
(Bernfeld, 1955; Gupta, vd., 2003). Mikrobiyal kaynakli farkli a-amilaz enzimlerine
ait molekiiler, kimyasal ve fizyolojik 6zellikleri ile ilgili ¢ok sayida arastirma yapilmis
ve sonuglar1 yaymlanmistir. Enzimin substrat spesifitesi her tiir igin farklidir ancak
genel olarak degerlendirildiginde azdan ¢oga dogru; maltotrioz, glikojen,
siklodekstrin, amilopektin, amiloz, nisasta olarak siralanmaktadir. Optimum pH
degerleri 2.0-12.0 arasinda genis bir aralikta yer almaktadir (Odibo ve Ulbrich-
Hofmann, 2001; Kusuda, vd., 2003; Moreira, vd., 2004; Wanderley, vd., 2004).
Bakteri ve fungal tiirlerinden elde edilen a-amilaz enzimi tizerinde uzun yillar boyunca
yapilan arastirmalar, optimum pH degerinin 4.0 ile 11.0 arasinda degistigini ortaya
cikartmistir (De Mot ve Verachtert, 1987; Khoo, vd., 1994; Aquino, vd., 2003;
Kusuda, vd., 2003; Moreira vd., 2004). Optimum sicaklig1 diisiik olan Aspergillus
ochraceus amilazi i¢in 30°C gerekirken, optimum sicaklig1 yiiksek olan Thermococcus
aggreganes ve Myceliophthora thermophila a-amilazlari i¢in genellikle 100-130°C
gerekmektedir. a-Amilazlarm molekiiler agirliklar1 10 ile 210 kDa arasinda farklilik
gosterir (Gupta, vd., 2003). o-Amilazlarm uygulama alani olduk¢a genislemis ve
cesitlenmistir. Bu enzimler, nisastanin sivilastirilmasinda, ekmekgilikte, tekstil, kagit,
meyve suyu endiistrisinde, alkol fermentasyonunda kullanilmaktadir (Whitehurst ve
Van Oort, 2009).

1.4.1. Alkol ve Bira Uretiminde a-Amilazlarin Kullamlmasi

Alkol ve bira tiretiminde 2006 yilindan itibaren diinya genelinde yasanan tahil iiretim
miktar1 ve kalitesinde yaganan sorunlar bu endiistri dalinin biyoteknolojik yeniliklere
daha ¢ok ihtiya¢ duymasima neden olmustur. iklim degisiklikleri, gida endiistrisinin
diger sektorlerinin artan talebi gibi nedenler bira iiretiminde kullanilan arpa, musir,
bugday, siipiirge darist ve pring gibi bitkilerin iiretim miktarmi ve kalitesini

diistirmiistiir. Bira teknolojisinde en ¢ok kullanilan enzimler a-amilaz, proteaz ve
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ksilanazlardir. Ticari enzimler kullanilarak daha ucuz ve kalitesi diisik ham

maddelerden bira tiretimi miimkiin olmaktadir (Whitehurst ve Van Oort, 2009).

1.4.2. Nisasta Sivilastirilmasinda a-Amilazlarin Kullanilmasi

o-Amilaz enzimi nigasta sivilastirma prosesinin temel katalizoriidiir. Nisasta
stvilagtirilmasi jelatinlestirme, sivilastirma ve sakkarifikasyon olarak 3 asamada
gerceklestirilir. Her asamada Bacillus licheniformis, Bacillus amyloliquefaciens,
Aerobasidium pullulans, Thermoanaerobacterium thermosulfurigenes benzeri

mikroorganizma kaynakli termostabil a-amilaz kullanilmaktadir.

1.4.3. Ekmek Sanayinde a-Amilazlarin Kullanilmasi

a-Amilazlar ekmek sanayinde tiriin kalitesini artirmak ve bayatlamay1 6nlemek gibi
bircok amag i¢in kullanilmaktadir. Ekmek yapiminda en 6nemli asama olan maya
fermentasyonu i¢in hamur igerisinde yeterli oranda monomer halinde sakkarit
bulunmasi gerekmektedir. Ancak unlarda iiriin kompozisyonunda bulunan seker
miktar1 %0.1-0.5 gibi oldukga diisiik bir degerde olup nisasta miktari ise ¢ok yiiksektir.
Amilaz enzimleri unun igerdigi bu yiiksek miktardaki nisastayr pargalayip
monomerlere indirgemekte ve maya fermentasyonu ig¢in ihtiya¢ duyulan seker
miktarin1 artirmaktadir. Kalitesi yiiksek bugdaydan g¢ekilen un dahi amilaz igerigi
olarak zayiftir. Yine unda bulunabilecek enzim miktar: iiriin kalitesine ve verimine
bagl olarak farklilik arz edebilir. Ulkemizde kurak iklim kosullarinda yetistirilen
bugdaydan elde edilen un igeriginde protein miktar1 ve kalitesini arttirirken a-amilaz
oraninin daha diisikk olmasina neden olmaktadir. Hasat zamani yagmura maruz
kalmayan ve silo i¢inde ¢imlenmeye baslamamus tahil Girinlerinin a-amilaz igerigi
azdir. Bu nedenlerle ekmekgilik sektorinde o-amilaz enzimi yaygin olarak

kullanilmaktadir (Elgiin ve Ertugay, 1995).

1.4.4. Tekstil Sanayinde a-Amilazlarin Kullanilmasi

Giliniimiizde endiistriyel enzim kullanimi tekstil sektdriiniin ayrilmaz bir pargasi

olmustur. Proses basamaklarmmm en son asamasi iki ayr1 enzim tarafindan

11



gerceklestirilir. Tk olarak son ikmal hazirhk alaninda hasil sékmek i¢in amilazlar
kullanilir. ikinci olarak seliilazlar yumusatma, biotaslama, pamuklu kumaslarin
tilylenmesini engelleme gibi islemlerde kullanilir. Son yillarda pektinazlar, katalazlar,
lipazlar, ksilanazlar ve proteazlar da kullanilmaya baglanmistir. Boyar maddenin
etkisinin azaltilmasi, kot kumaslarinda soldurma, peroksit arindirma, bio-ovalama
islemleri i¢in enzim kullanimi artmaktadir (Cavaco-Paulo ve Gubitz, 2003; Chelikani,
vd., 2004; Barrett, vd., 2003; Sharma, 1993; Nalankilli, 1998; Shenai, 1990).

1.4.5. Kagit Sanayinde a-Amilazlarin Kullanilmasi

KAagit endiistrisi proseslerinde a-amilazlar cesitli amaglarla kullanilmaktadir. Isleme
sokulmamis ham haldeki nisastanin viskozitesi yiiksektir ve kagit kaplama islemi i¢in
uygun degildir. Enzimden yararlanilarak yiiksek molekiil kiitlesi ve diisiikk viskozite

ihtiyaci karsilanmis olur (Gupta, vd., 2003).

1.4.6. Meyve Suyu Sanayinde a-Amilazlarin Kullanilmasi

Biyoteknolojik gelismelerin en c¢ok etki ettigi sektorlerden birisi de meyve suyu
sanayidir. Hidrolazlar ve oksidorediiktazlar en popiiler gruplar olarak 6ne ¢ikmaktadir.
Uriin gelistirme asamasinda aroma, lezzet ve renk ozellikleri icin siklikla enzim
kullanilmaktadir (Uenojo ve Pastore, 2007). Meyve suyu endiistrisinde en biiyiik
problemlerinden biri de olgunlagsmadan toplanmis olan meyvelerden kaynaklanan
bulaniklik sorunudur. Bu nedenle a-amilaz 6zellikle elma ve armut suyu iireten

fabrikalarda berraklagtirma iglemi i¢in kullanilir (Eksi, 1998; Sarikaya, 1988).

1.5. Nisasta

Dogadaki bitkilerin ¢ok biiyiik ¢ogunlugunda nisasta, besinlerin depolanmasinda
gorev yapan polisakkarit yapida bir makromolekiildiir. Fotosentez siiregleri nisasta
iretimi ile son bulur. Bitkiler gece 151k yoklugunda genelde tohum ve kok hiicrelerinde
yer alan amiloplastta nisasta sentezler. Hiicrede daha sonraki asamada suda
¢ozlinmeyen graniiller olarak depolanir. Nisasta graniillerinin biiytikligi ve sekli

bitkinin tiiriine gore farklilik gosterir (Van der Maarel, vd., 2002). Nisastanin
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yapitaglar1 yiiksek molekiil agirligina sahip polimer yapidaki amiloz ve amilopektindir
(Metin, vd., 2010). Amiloz, a-1,4 glikozidik bag ile bagh glikoz molekiillerinden
olusan lineer bir polimerdir (James ve Lee, 1997; Norouzian, vd., 2006). Patates
kokenli amilozun polimerizasyon derecesi 1000 ile 6000 arasinda iken misir ya da
bugdaydan elde edilen amiloz, 200 ile 1200 arasinda polimerizasyon derecesine
sahiptir. Nisastanin yapisindaki amiloz oran1 %0-75 arasinda degismekle birlikte,
genel olarak ortalama deger %20-25 arasindadir (Van der Maarel, vd., 2002).
Amilopektin molekiiliinde glukoz molekiilleri a-1,4 baglar1 ile dogrusal olarak
baglidirlar. Her 24-30 glukoz biriminde bir a-1,6 bag: ile bir dal baslar. Amilopektin
molekiilii ortalama 2.000.000 glukoz molekiiliinden meydana gelir. Dogadaki toplam
biyokiitlede igerisindeki yiiksek oranmi bu nedenledir (Buleon, vd., 1998). Hiicre
icerisinde nisasta graniilleri kristal ve kristal olmayan bolgelerde yer alir. Amiloz,
kristal olmayan bolgelerde goriiliir, yamru ve kok nisastalarindaki kristal bolgelerde

ise sadece amilopektin vardir (Van der Maarel, vd., 2002).

1.6. Termostabil Enzimler

Endiistriyel onemi ¢ok yiiksek olan termostabil enzimler genellikle mikroorganizma
kokenlidir (Wiseman, 1987). Ekstremofilik enzimler endiistriyel proseslerde yiiksek
sicaklikta patojenik etkilerin azaltilmasini saglar. Enzimi olusturan proteinler degisik
denatiirasyon sartlarma karst olduk¢a dayaniklidir. Bu proteinlerin yapisi
incelendiginde mezofilik proteinlere kars1 daha fazla o heliks ve [ tabakasi igerirler.
Ayrica kimyasal analiz yontemlerinde dnemli bir parametre olan katlanma sayis1 bu
proteinlerde ¢ok yavastir. Bu 6zelligin proteinlerdeki yiiksek toleransin nedenlerinden
biri oldugu tahmin edilmektedir (Fujiwara, 2002; Haki ve Rakshit, 2003; Van Den
Burg, 2003). Termostabil enzimlerin en 6nemli avantajlarindan birisi de proseslerde
yan iriin olarak ortaya ¢ikan zararli maddelerin biyolojik olarak zararsiz bir sekilde
ortadan kaldirilabilmesidir ki boylece ¢evresel etki anlaminda da 6nem kazanmaktadir
(Giil-Giiven, 2007). Bir¢ok endiistri tiirtinde proseslerde yiiksek sicaklik ihtiyaci s6z
konusudur ve genellikle 50 °C’nin tizerinde gerceklestirilirmektedir (Kristjansson ve
Asgeirsson, 2002). Bu nedenle termofilik mikroorganizmalardan yeni enzimlerin
gelistirilmesi biyoteknolojik arastirmalarda en ¢ok agirlik verilen konulardan birisi

olmustur. Termofil grubundaki mikroorganizmlardan elde edilen enzimler (Cizelge
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1.1) sicakliga gosterdikleri yiliksek toleranstan dolay1 giiniimiizde oldukga fazla ticari

kullanim alan1 bulmustur (Demirjian, vd., 2001; Giil-Giiven, 2007).

Cizelge 1.1. Termofilik mikroorganizmalara ait enzimlerin endiistriyel uygulamalari

(Demirjian, vd., 2001)

Mikroorganizma Enzimler Uygulama
Ilml1 termofiller Amilazlar Nisasta hidrolizi, Kagit beyazlatma
(45-65°C)
Termofiller B-galaktozidaz Siit ve siit tiriinlerinde laktoz hidrolizi
(65-85 °C)
Hipertermofiller DNA Ekmekgilik, deterjan sanayisi
(<85 °C) :
polimerazlar

Endiistriyel proseslerde yiiksek sicaklik bir¢ok avantaja sahiptir: organik bilesiklerin
¢oziinlirligli artar, substratin viskozitesi diiser ve organik bilesiklerin diflizyon
katsayis1 artar. Yiiksek sicaklik ile gelen kolayliklar prosesin daha kii¢iik hacimlerde
gerceklestirilmesini saglar (Giil-Giiven, 2007). Termostabil proteinler mezofilik
proteinlerle yapisal olarak karsilastirildiginda benzer sekonder ve tersiyer yapilara
sahip olmalarma ragmen aminoasit i¢eriklerinin ve yan zincir etkilesimlerinin dnemli
oranda farkli oldugu goriilmiistiir. Ayn1 zamanda termostabil proteinlerin yapsinda ¢ok
miktarda ytikli ve hidrofobik aminoasit vardir (Fujiwara, 2002). Biitiin bu farkliliklara
ragmen her iki protein tiirii de ayni katalitik mekanizmaya, yiiksek dizi benzerligine
ve U¢ boyutlu yap1 benzerligine sahiptirler. Termostabil enzimler sicakliga
gosterdikleri yiliksek toleransi ortak genel 6zelliklerden dolay: sahip olmazlar. Her
termostabil enzimin kendine 6zel farkliligi vardir. Bunlar artan hidrojen sayis1 ve tuz
kopriileri, hidrofobik merkezin farkli isleyisleri, prolin aminoasit sayisindaki
degiskenlikler ve zincir yap1 igine gomiilii olan amino asitlerin sayisidir. (Fitter, vd.,
2001). Bu proteinlerin sicaklik stabilitesi iki zit 6zelligi arasinda denge kurulmasiyla
saglanir. Bu nitelikler proteinin fleksibilitesi ve sertligidir. Termostabil enzimler
mezofilik olanlara nazaran oda sicakliginda daha sert yapida olurlar (Bruins, vd.,
2001). Son zamanlarda Antartika’da yasayan ekstremofillerden elde edilen termostabil
enzimler giiniimiizde oldukca ilgi gérmektedir (Giil-Giiven, vd., 2007; Karasova-
Lipovova, vd., 2003; Poli, vd., 2006). Giinlimiizde biyoteknolojik arastirmalar daha

cok termofilik ve hipertermofilik arkeler ve bakterilerden elde edilen termostabil
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enzimler fizerinde yogunlasmaktadir. Bu enzimler gida, ilag, tekstil, c¢evre
biyoteknolojisi alanlarinda talep gormektedir (Gul-Giiven, 2007; Haki ve Rakshit,
2003; Eichler, 2001).

1.6.1. Termostabil a-Amilazlar

Ik zamanlar termostabil a-amilaz Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis ve Bacillus
amyloliquefaciens gibi Bacillus tiirlerinden elde edilmistir. Bacillus licheniformis,
Myceliophthora thermophila, Pyrococcus wosei, Pyrococcus furiosus ve
Thermococcus aggreganes tiirlerinden giiniimiizde yaygin olarak termofilik a-amilaz
izole edilmektedir. Pyrococcus tiirlerinden elde edilen enzimler Ca*? iyonuna
aktivasyon siirecinde ihtiya¢ duymamaktadirlar. Thermococcus profoundus anaerobik
bir bakteri tiirii olup 80°C’de kararli olabilen termostabil a-amilaz iiretir ve Ca*?
iyonlarmi kullanarak asidik sartlarda denatiirasyona dayaniklidir. Thermoproteales,
Thermococcales ve Pyrodictiales gibi cinslere ait tiirlerden 90-100°C arasinda
termostabil a-amilaz enzimi elde edilmistir (Eichler, 2001). Termostabil a-amilaz ve
benzeri enzimler, farkli mikroorganizma kaynaklarindan elde edilirken, bu kaynaklara
bagli olarak Cizelge 1.2. de goriilecegi gibi pH ve sicaklik degerleri ile de farkli

Ozelliklere sahiptir.
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Cizelge 1.2. Termostabil a-amilaz enzimine ait optimum sicaklik ve pH degerleri ile

mikroorganizma kaynaklar1 (Haki ve Rakshit, 2003).

Optimum Optimum

Organizma Sicaklik (°C) | pH Referans
Bacillus amyloliquefaciens 70 7.0 Underkofler (1976)
Bacillus licheniformis 100 6.0-6.5 | Viara, vd. (1993)
Bacillus stearothermophilus 70-80 5.0-6.0 | Vihinen ve Mantsala (1990)
Bacillus subtilis 70 7.0 Canganella, vd. (1994)
Lactobacillus manihotivorans 55 55 Aguilar, vd. (2000)
Myceliophthora thermophila 100 5.6 Ramkrishna, vd. (1993)
Pyrococcus furiosus 100 55 Laderman, vd. (1993)
Pyrococcus woesei 100 6.5-7.5 | Koch, vd. (1991)
Staphylothermus marinus 65 5.0 Canganella, vd. (1994)
Thermococcus aggreganes 100 55 Canganella, vd. (1994)
Thermococcus celer 90 5.5 Canganella, vd. (1994)
Thermococcus fumicolans 95 4.0-6.3 | Estelle, vd. (1997)
Thermococcus hydrothermalis 85 4.8-7.8 | Estelle, vd. (1997)
Thermomyces lanuginosus 60 5.6 Jensen ve Olsen (1991)
Thermococcus profoundus 80 4.0-5.0 | Kwak, vd. (1998)
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1.7. Cahsmanin Amaci ve Kapsami

Bu tez ¢alismasinda sicakliga direngli a-amilaz enzimi iireten yeni bir bakterinin

izolasyonu, enzimin kismi karakterizasyonu ve endistriyel kullanim igin

uygunlugunun arastirilmasi amaglanmstir. Calismanin kapsami ise asagida maddeler

halinde verilmistir:

1.

Termofilik bakterilerin izole edilebilecegi bolgelerden (6rnegin sicak su
kaynag1) toprak numuneleri toplamak,

Toplanan toprak numunelerinden pastorizasyon ve arkasindan spor
¢imlendirme yontemleri ile termo-stabil Bacillus suslarini izole etmek,

Izole edilen bakteri suslarini a-amilaz aktivitesi bakimindan arastirmak,
o-Amilaz aktivite g¢aplarma gore bir adet izolat1 ileri arastirmalar igin
belirlemek,

o-Amilaz enziminin bazi 6zelliklerini (sicaklik optimumu, pH optimumu,
sicaklik direnci, zamana gore enzim aktivitesi, bazi kimyasallarin enzim
aktivitesi lizerine olan etkisi, enzimin molekiiler agirligi) belirlenmesi,

Verilerin degerlendirilerek tezin yazimi ve sunumu.

17



2.ONCEKI CALISMALAR

Ivanova, vd. (1993), Bacillus licheniformis 44MB82-A susu tarafindan iiretilen
ekstraseliiller o-amilaz enzimi iizerine saflagtrma ve karakterizasyon c¢aligmasi
yapmuslardir. iki fazli seperasyon PEG-Dextran sistemi, jel filtrasyon ve iyon
kromatografisi ile saflastrma islemini gergeklestirdiklerini bildirmislerdir. SDS-
PAGE ve jel filtrasyon islemi sonucu enzimin molekiil agirligin1 58 kDa olarak
bulmuslardir. Enzimin kararli oldugu pH araligin1 6.5-8.0 olarak ve optimum pH
degerini ise 6.0-6.5 olarak bulmuslardir. Optimum sicaklik degerini 90 °C olarak
bildirmislerdir. Saflastirilan enzimin yari-dmriinii 85 °C sicaklik ve Ca?" icermeyen
tampon ¢ozelti (buffer) kullanilmadigi kosullarda 10 dakika olarak belirlemislerdir.
Enzim yari1-omrii ile ilgili yaptiklar1 diger deneylerde sonuglar1 pH 6.5 ve 1.0 mM
CaClz eklenmesi durumunda 30 dakika, 5.0 mM CaCl. eklenmesi durumunda ise 120
dakika olarak agiklamiglardir. Saflastirilan enzimin N-bromosuccinimide (NBS) ve
EDTA tarafindan gii¢lii bir sekilde inhibisyona ugradigini, dithiothreitol and

iodacetamide tarafindan ise herhangi inhibisyon etkisi olmadigini bildirmislerdir.

Wind, vd. (1994), iiretim prosesinde patates olan endiistriyel isletmelerden izole
ettikleri Bacillus stearothermophilus susundan elde ettikleri a-amilaz enziminin
mikroorganizmanin diger suslarindan elde edilene gore ¢ok daha termostabil oldugunu
bildirmislerdir. Enzimin yar1 émrii arastrmacilar tarafindan 80 °C’de 5.1 saat, 90
°C’de 2.4 saat olarak, optimum sicaklik degeri 65 °C olarak, optimum pH degeri 5.5—
6.0 olarak bildirilmistir. a-Amilaz enziminin gelisim hizi ve liretim miktarinin diistik
nisasta konsantrasyonlarinda ve diisiik sicaklik seviyelerinde daha yiiksek oldugunu
bildirmislerdir. Enzim miktarim1 3.9 (U)/ml den 143 U/ml olarak artirilip sicaklik
65°C’den 40 °C’ye diisiiriilmesi durumunda iiretim miktarinin optimal seviyelere
ulagtigini  bildirmislerdir. Batch fermentérde 65 °C’de 102 U/ml bakteri ile
gergeklestirilen maksimum o-amilaz {retiminin, 65 °C erlenmayerde yapilan

iiretimden 26 kat fazla oldugunu bulmuslardir.

Chakraborty, vd. (2000), topraktan izole ettikleri Bacillus stearothermophilus
tiirlinden sicakliga dayanikli a-amilaz enzimi elde ederek saflagtirmiglardir. Enzimin

molekiil agirligin1 64 kDa olarak tespit etmislerdir. pH toleransinin ¢ok genis bir
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aralikta ve maksimum aktivite degerini pH 7.0 olarak bulmuslardir. Saflastirdiklar1 a-
amilaz enziminin Kkatalitik aktivitesinin 100 °C sicaklikta %90 oraninda etkili

oldugunu goézlemislerdir.

Cordeiro, vd. (2002), termofilik Bacillus susu olan SMIA-2 ile yaptiklari ¢aligmada a-
amilaz  (1,4-a-D-glucan glucanohydrolase, EC 3.2.1.1) {iretim seviyesini
incelemislerdir. Coziinebilir nisasta iceren sivi besiyeri kullanilarak ekimi yapilan
bakterilerden elde edilen enzimin maksimum {iretim seviyesine 48 saatte ulastigini,
optimum sicaklik seviyesinin 70 °C oldugunu, enzim kararliliginin 2 saat siire esas
alindiginda 60 °C, 70 °C ve 90 °C i¢in sirasiyla %4, %13 ve %38 oldugunu ve optimum
pH degerinin 7.5 oldugunu ifade etmislerdir. Enzimin Co*?, Cu*? and Ba*? iyonlar1
tarafindan giiglii, Ca*?, Mg*?, Ni*?, Sr*2 and Mn*? iyonlar1 tarafindan ise zayif derecede

inhibe edildigini bildirmislerdir.

Fossi, vd. (2005), degirmenlerden ve un satisinin yapildigi pazar bolgesinden izole
ettikleri Ascomycetes mayasindan saflastirdiklar1 termostabil a-amilaz enzimi
sentezinin optimum sartlarma ait sicaklik ve pH degerlerinin sirasiyla 30 °C ve 4.5
olarak, kararli oldugu sicaklik ve pH araligmnin ise 20-60 °C ve 2.0-8.0 olarak
bildirmislerdir. Optimum enzim aktivitesinin ise sicaklik ve pH i¢in sirastyla 70 °C ve
5.5-6.5 olarak bulmuslardir. Enzimin termostabilite olarak bakterilerden elde edilen

amilaz enzimleriyle benzer kapasitede oldugunu bildirmislerdir.

Orhan, vd. (2005), Bacillus cereus ve Bacillus subtilis suslar1 ile enzime ait kismi
saflastirma ve karakterizasyon calismasi yapmislardir. Kismi saflastirma igleminde
amonyum siilfat ¢oktiirme, diyaliz ve DEAE-seliiloz iyon degisim kromatografisi
uygulamiglardir. Elde ettikleri proteaz enzimine ait molekiil agirligint SDS-PAGE
analizi ile 45 kDa olarak bulmuslardir. Bacillus subtilis susuna ait spesifik enzim
aktivitesini 84 U/mg olarak bulmuslardir. Bacillus subtilis’ten elde edilen proteaza ait
optimum pH 8.4 olarak ve Bacillus cereus’tan elde edilen proteaz i¢in optimum pH
degerini 7.4 olarak bulmuslardir. Her iki sustan elde edilen proteaza ait optimum

sicaklik degerini 60 °C olarak agiklamiglardir.

19



Ariffin, vd. (2006), Bacillus pumilus EB3 susuna ait izolasyon ve karakterizasyon
calismasini substrat olarak carboxymethyl cellulose (CMC) kullanilarak yapmislardir.
Palm yagi endistrisi kompostlarindan izole edilen bakteriden iyon degisim
kromatografisi yontemiyle seliilaz enzimini saflagtirilmislardir. Maksimum enzim
aktivitesi degerlerini CMCaz (carboxymethyl cellulase) ve B-glucosidase enzimleri
i¢in sirastyla 0.079 ve 0.038 U/ml olarak bildirmiglerdir. Enzimin molekiil agirligini
30-65 kDa olarak agiklamiglardir. Optimum sicaklik ve pH degerini sirasiyla 60 °C ve
6.0 olarak bildirmiglerdir.

Kubrak, vd. (2010), yaptiklar1 ¢alismada dogal substratlar kullanarak izole ettikleri
Bacillus BKL20 suslarindan saflastirdiklar1 alkali termostabil o-amilaz enzimi
iiretiminin besiyeri kosullarinda nisasta varhigindan bagimsiz olarak pepton (%0.3,
w/v) ve maya ekstrat1 (%0.2, w/v) varhginda olumlu etkilendigini bildirmislerdir.
Inkubasyon sirasinda enzimin amolitik aktivitesinin 60 ve 70 °C sicaklikta 30 dakika
aktif oldugunu ayrica pH 6.0-11.0 araliginda yiiksek aktivitenin devam ettigini
bildirmislerdir. Bacillus susu BKL20 a-amilaz enzimi Ca*?> ve benzeri bivalent
katyonlar tarafindan inhibe edilmegini bu nedenle Ca*? bagimsiz enzim (independent
enzyme) olarak tanimlamislardir bununla birlikte 1-10 mmol/L EGTA ve EDTA ile
inhibe edildigini bildirmislerdir. Aym1 zamanda enzimin oksidasyon (H202) ve

denatiirasyona (iire) diren¢li oldugunu da bildirmislerdir.

Mahdavi, vd. (2010), ¢ay tarimi yapilan asidik topraklardan temin ettikleri Bacillus sp.
GUF8 suslarindan 16S rDNA sequence metoduyla belirledikleri Bacillus cereus
susundan saflastirdiklar1 o-amilaz  enzimine ait karakterizasyon ¢aligmasi
yapmiglardir. Bilinen a-amilaz enzimlerinden farkli olarak saflastirdiklari enzimin
kararli oldugu sicaklik araligini 10-70 °C olarak ve optimum sicaklik degerini ise 50°
C olarak bulmuslardir. Enzime ait optimum pH degerini 6.0, maksimum aktivitesini
pH 8.0 ve 9.0 degerlerinde %75 ve %50 olarak bildirmislerdir. Ayn1 enzimin Zn*2
iyonuyla giiclii sekilde inhibe oldugunu, Ni*? ve EDTA ile kismen inhibe oldugunu
bildirmiglerdir. Ayrica enzimin nisastayr maltoz (G2) ve maltopentaoz (G5) gibi

maltooligosakkaritlere hidrolize ettigini gézlemislerdir.
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Ozcan, vd. (2010), Ciftehan bolgesinden temin ettikleri Bacillus sp. DM-15 susundan
saflastirdiklar1 termostabil a-amilaz enziminin molekiil agirligint 126 kDa, kararl
oldugu sicaklik ve pH araligin1 sirasiyla 40-100° ve 4.5-10.0 ve optimum enzim
aktivitesinin 60 °C and pH 5.5-6.0 degerlerinde oldugunu bulmuslardir. Enzim
kararliginin 15 dakika 60° C’de %24 oldugunu, 100 °C’de orijinal aktivitenin
tamamen ortadan kalktigini bildirmislerdir. Enzim aktivitesinin 5 mM CaCl,, Na>SOs
ve KCI (%105) arttigin1 ve 5 mM EDTA, CuSOa, FeSO4, SDS (1%), Urea (8 M), Co
varliginda sirasiyla yiizde olarak 98, 79, 57, 36, 33 ve 10 oraninda inhibe oldugunu
bildirmiglerdir. Arastiricilar DM-15 a-amilaz enziminin nisasta, deterjan ve tekstil

sektorleri gibi endiistriyel alanlarda kullanilabilecegini bildirmiglerdir.

Vaseekaran, vd. (2010), unlu mamiil atiklar1, un degirmeni atiklari, mutfak atiklar1 gibi
atiklar1 igeren toprak 6rneklerinden bakteri izolasyonu yapmuslardir. 25.0 g/l agar, 3.0
g/l nisasta iceren besiyerinde 24 saat ve 37 °C de inkubasyonla 72 bakteri Susu
iretmiglerdir. Unlu mamiil atiklar1 i¢eren topraktan aldiklar1 BS1 susu ile en yiiksek
a-amilaz tiretim miktarii 24 saat siirede 7.0 £0.21 U/L olarak bulmuslardir. Enzimin
en yliksek sicaklik ve pH degerini ise sirastyla 90 °C ve 7 olarak belirtmislerdir. a-
amilaz enziminin baslangigtaki aktivite degerini 90 °C sicaklikta 30 dakika siirede
%37.6 oraninda ve 60 dakika siirede ise %10.4 oraninda korudugunu bulmuslardir.
Enzimin yar1 omriinii 90 °C sicaklik ve pH 7.0 sartlarinda 21 dakika olarak

belirlemislerdir.

Shafaat, vd. (2011), yaptiklar1 bir ¢aligmada 45 °C ve 8.0 pH kosullarinda optimum
gelisme gosteren Bacillus subtilis bakterisini izole etmislerdir. Arastiricilar, bakteri
tarafindan {iretilen alfa-amilaz enziminin optimum aktivitesini pH 7.0 ve 37 °C
sicaklik kosullarinda gosterdigini bildirmislerdir. Yine arastiricilar enzimin 5.0-10.0
pH araliginda kararl oldugunu, enzimin maksimum aktivitesini %1 nisasta varliginda
gosterdigini, enzimin 43 ve 18 kDa molekiiler agirliklarina sahip iki adet formunun

bulundugunu ve biyoteknolojik ¢aligmalar i¢in uygun olabilecegini de bildirmislerdir.

Demirkan (2011), Bacillus subtilis ve U 2-6 mutant suslar1 tarafindan a-amilaz
iretiminde karbon ve azot kaynaklarinin etkisini aragtrmugstir. Tiim suslar i¢in gecerli

olmak iizere karbon kaynagi olarak mesoinositol kullanilirsa a-amilaz iiretiminin
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maksimum seviyede oldugunu goézlemistir. Azot kaynaklar1 olarak test edilen tripton
ve malt ekstratin bu enzimin iiretim miktarinda dikkate deger bir etki yapmadigini
ifade etmistir. Bacillus subtilis ve mutant susunun (EBUE 5-3) saflastirilan a-amilaz
enzimine ait optimum sicaklik degerini 45 °C ve pH degerini 6.0 olarak bulmustur.
Deneyde saflastirilan enzimlerin tahmini molekiiler agirliklar1 56 kDa olarak

gozlemistir.

Abdel-Fattah, vd. (2012), termotolerant bir tiir olan Bacillus licheniformis izolat
AI20’den elde ettikleri termostabil a-amilaz enziminin tiretiminde nisasta, maya 0ziitii
ve CaCly etkisini incelemislerdir. Optimum sartlarda tiretim igin gerekli olan
kombinasyon oranlarin1 %1.0 nisasta, %0.75 maya 6ziitii ve %0.02 CaCl, olarak
belirlemislerdir. Cesitli kromatografik yontemlerle saflastirilan enzimin molekiil
agirhigint 55kDa, saflastirilan enzimlerin optimum sicaklik ve pH degerlerini ise
sirastyla 60—80°C ve 6-7.5 olarak bulmuslardir. Ek olarak SDS, EDTA, EGTA gibi

deterjant solventlerin enzim aktivitesini az miktarda inhibe ettiklerini belirtmislerdir.

Vijayalakshmi, vd. (2012), Hindistan Euphorbia Hirta bolgesinde topraktan izole
ettikleri Bacillus subtilis KC3 susundan saflastirdiklar1 o-amilaz enzim icin
maksimum tretim degeri 22.92 U/ml, 48 saat 40° C ve pH 7.0 kosullarinda
bulmuslardir. Optimum sicaklik ve pH degerini sirasiyla 50° C ve 6.5 olarak
bildirmislerdir. Enzimin maksimum iiretim degerleri arpa, misir ve maltozdan elde
edilen nisasta i¢in sirasiyla 27.27 U/ml, 24.30 U/ml, 19.10 U/ml olarak bildirilmistir.
Besiyerine glukoz eklenmesi durumunda o-amilaz enzimi tretiminin 5.45 U/ml
seviyesine kadar diistiigiinii bildirmislerdir. Ca*?, Fe*?, Mg*?, Zn*? ve Cu*2 iyonlari ile
yapilan testlerde Ca*? iyonunun %0.1 bir artisla (28.83U/ml) etki gdsterirken diger
iyonlarmn inhibe edici etkisini bildirmislerdir. Substrat oranimni %2 (nisasta) oraninda
enzim iiretimine maksimum derecede etki ettigini ancak bu oranin iizerine ¢ikilmasi
durumunda tiretimin distigiini bulmuslardir. Bacillus subtilis KC3 susundan elde
edilen a-amilaz enziminin biyoteknolojik prosesler i¢in potansiyele sahip oldugunu

bildirmisglerdir.
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Agiiloglu Fincan, vd. (2014), Afyonkarahisar bolgesindeki kaplicalardan izole ettikleri
Anoxybacillus flavithermus susuna ait termostabil a-amilaz enzimini saflastirip
karakterizasyonunu yapmislardir. Enzimin molekiil agirligint SDS-PAGE ile 60 kDa
olarak bulmuslardir. Bakteri gelisimi i¢in optimum kosullar1 20 saat, 55 °C ve pH 6.0
olarak bildirmislerdir. Maksimum a-amilaz aktivitesi i¢in inkubasyon kosullarini 24
saat 55 °C ve pH 7.0 olarak bulmuslardir. Iyon degisim kromatografisi ve (NH4)2SO4

ile enzim saflastirma oranmi %70 olarak bildirmislerdir.

Kumar, vd. (2014), soya fasulyesinin fermente edilmesiyle yapilan ve Japonya’da
kahvaltida tiiketilen natto yiyecegini fermente eden Bacillus suslar1 tizerinde ¢alisma
yapmislardir. Bakteriler tarafindan tiretilen fibrinolitik nattokinaz enziminin liretimi,
saflastirilmasi ve karakterizasyonu gerceklestirilmistir. 16S rDNA sequence analizi ile
izolasyonu tamamlanmig Bacillus subtilis tanimlanmistir. Bakteri susu i¢in en iyi
tireme sartlarin1 72 saat, 50 °C sicaklik ve pH 9.0 olarak bildirmislerdir. Laktoz ve
pepton enzim liretim oranini artirmigtir. SDS-PAGE analizi ile enzim saflastirilmig ve
karakterizasyonu yapilmistir. Enzim farkli sicaklik ve pH araliklarinda teste tabi
tutulmustur. Bacillus subtilis RJIAS 19 tarafindan iiretilen fibrinolitik enzim, onleyici

saglik uygulamalarida kullanilabilir olarak bildirilmistir.

Mathew ve Rathnayake (2014), Sri Lanka’nin Nelumwewa sehrinde yer alan kaplica
bolgesinden toprak 6rneklerinden izole ettikleri Geobacillus sp. NMS 2 susuna ait
termostabil o-amilaz enziminin saflastrma ve karakterizasyonu iizerine arastirma
yapmuglardir. 50 °C ve 12 saat inkubasyon ile ortaya ¢ikan optimum ekstraseliiler
enzim Uretim miktarint 43 U/ml olarak bulmuslardir. DEAE kromatagrofi ve
amonyum siilfat ¢cokeltme yontemi ile enzimleri saflagtrmislardir. Enzimin spesifik
aktivitesini bir kat saflagtirma ile 420 U/mg olarak, kararli oldugu sicaklik araligimi
10-60 °C, optimum pH degerini 6.9 ve kararli oldugu pH araligin1 ise 6.9-9.0 olarak

bulmuslardir.

Roy, vd. (2014), yaptiklar1 bir ¢alismada Bacillus megaterium’a ait yeni bir sus olan
KANI (Gen bankasi numarasi: BankIt1545135 seql JX182976) ile calisma
yapmiglardir. Mikroorganizmay1 Hindistan’da piringten iretilen geleneksel Handia

iceceginden izole etmiglerdir. Amonyum siilfat ¢okeltmesiyle kismen g¢oktiirerek
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saflastirdiklar1 a-amilaz enziminin spesifik aktivitesini 1.05 U mg? olarak
bulmuslardir. Optimum pH degerini 11.0 ve kararli olarak aktivite gosterdigi pH
araligir degerini ise 5.0-14.0 olarak belirtmislerdir. Enzim aktivitesi i¢in optimum
sicaklik degerinin 60 °C oldugunu ancak bu sicaklik degerinin genis bir aralikta etkili
oldugunu bulmuslardir. SDS-PAGE c¢alismast sonucu enzimin molekiil agirligint 67

kDa bulmuslardir.

Prasad (2014), mutfak artiklarmin atildigi farkli toprak 6rneklerinden izole ettigi 12
adet Bacillus susunu Bergye’s klavuzuna gore tanimlamustir. Nisasta iceren kati
besiyerine ektigi bakterilere 37 °C ve 48 saat inkubasyon uyguladiktan sonra iodin
soliisyonuna 30 dakika maruz birakmis ve amilaz aktivitesi olmayan mavi bolgeler ile
nisasta hidrolizinin oldugu renksiz bolgeleri gozlemistir. Renksiz bdlgelerden aldigi
bakteriler lizerine yapmis oldugu PCR amplifikasyonunda Amy F ve Amy R primerleri
kullanarak amilaz genini (Amy) UV-transilluminator cihazinda gbzlemis ve daha

baska biyoteknolojik ¢alismalar i¢cin keserek kullanima hazir hale getirmistir.

Siddique, vd. (2014), topraktan izole ettikleri Bacillus licheniformis susuna ait
termostabil o-amilaz enzimi {izerinde saflastrma ve karakterizasyon c¢aligmasi
yapmiglardir. 24 saat inkubasyon ile optimum iretim miktari, pH ve sicaklik
degerlerini sirasiyla 92 U/ml, 7 ve 100 °C olarak bulmuslardir. Patates, misir ve
bugdaydan elde edilen nisasta ilizerine yaptiklar1 ¢alismada enzim indiiksiyon
degerlerini belirlemislerdir. En yiiksek degerin patates nisastasinda oldugunu daha

sonra misir ve bugdaym geldigini bildirmislerdir.

Ozdemir, vd. (2015), Afyonkarahisar bdlgesinde gamurlu kaplica suyundan aldiklar
orneklerden izole etikleri mikroorganizmalara wuyguladiklar1 morfolojik ve
biyokimyasal testlerde; 16S rRNA gen sekans analizi, G-C igerigi ve DNA-DNA
hibridizasyon analizi sonucu elde ettikleri Anoxybacillus flavithermus suslarindan -
amilaz enzimini saflastrmiglardir. Enzime ait optimum sicaklik ve pH degerini
sirastyla 80 °C ve 7.0 olarak belirlemislerdir. Saflastirdiklar1 termostabil a-amilaz
enziminin 80 °C ve 30 dakika kosullarinda, kirmiz1 ve yesil elma suyundaki ¢6ziinmiis

nigastayi sirastyla %76 ve %87 oranlarinda hidrolize ettigini bulmuslardir.

24



Demirkan, vd. (2017), yaptiklar1 ¢alismada Tiirkiye’nin 15 farkl ilinden topladiklar1
toprak 6rneklerinden 60 bakteri izole etmislerdir. a-Amilaz pozitif olarak belirledikleri
en genis agik zon capma sahip 4 bakterinin Bacillus cinsine ait olduklarini
saptamislardir. En yiliksek a-amilaz aktivitesi gosteren Bacillus sp. M-10’un enzim
iiretim optimal sartlarini, nigastali ortamda 37 °C sicaklikta, pH 7.0, havalandirma 150
rpm, inokiilasyon miktarmin %2.5 (v/v) ve inokiilasyon yasinin 2 giin olarak tespit
etmiglerdir. Modifiye ettikleri bu ortam sartlarinin enzim aktivitesini %42 oraninda

artirdigini bildirmislerdir.

El-Kady, vd. (2017), deniz suyundan izole ettikleri Bacillus sp NRC12017 susundan
saflastirdiklar1 o-amilaz enziminin kararli oldugu pH araligimi 5.0-11.0 olarak
bildirmislerdir. Nisasta 20 g/, pepton 10 g/I, maya ekstrat 4 g/l, MgSQO4 0.5 g/l, CaCl
0.219 g/l igeren besiyerinde dikkate deger bir enzim iiretim miktar1 (10.5 U/ml)
bulmuslardir. Enzimin termostabilitesi i¢in genis bir aralik oldugunu (35-80 °C) ve
maksimum enzim aktivitesinin 45 °C’de elde edildigini ayrica 17.20 U/ml sonug

verdigini bildirmislerdir.

Kiran, vd. (2018), Hindistan Bihar bolgesindeki kaplicalardan izole -ettikleri
mikroorganizmalar {izerine yaptiklar1 g¢alismada 16S rRNA gen sekansi ile
belirledikleri Bacillus subtilis RK6 (KX247637) susundan saflastirdiklar1 a-amilaz
enziminin optimum sicaklik degerini 80 °C, optimum pH degerini 8.0, 60-90 °C
sicaklikta 30 dakika 6n inkiibasyon sonucunda termostabil oldugunu, Ca*?, Mg*?, ve
Fe*? iyonlar ile enzimin aktivitesinin arttigini, Zn*? and Cu*? iyonlariyla ise enzim
inhibisyona ugradigni bildirmislerdir. Bacillus subtilis RK6 susunun biyoteknolojik

uygulamalar i¢in uygun termoalkalifilik amilaz iiretebilecegini bildirmislerdir.

Ekka ve Namdeo (2018), piring ve seker kamusi tarlalar1 ile seker kamisi bataklik
alanlarindan temin ettikleri toprak Orneklerinden 12 koloni izole etmislerdir.
Bunlardan alt1 tanesini amilaz iireten renksiz zonlardan ayirdiktan sonra kolonileri
NN1, NN2, NN3, NN4, NN5 ve NN6 olarak isimlendirmislerdir. NN1, NN3 ve NN4
izolatlarini seker kamisi tarlalarindan, NN2 izolatini pring tarlalarindan, NN5 ve NN6

izolatlarin1 ise seker kamisi bataklik alanlarindaki topraktan izole etmislerdir.

Kolonilere ait amilaz aktivitelerini NN1 0.251 (U/ml), NN2 0.127 (U/ml), NN3 0.094
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(U/ml), NN4 0.115 (U/ml), NN5 0.144 (U/ml), NN6 0.098 (U/ml) olarak bulmuslardir.
Besiyeri igeriginde farkli nitrojen kaynaklari olarak amonyum siilfat, amonyum nitrat,
amonyum Klorid ve jelatin test etmislerdir. En yiiksek amilaz {iretimini saglayan
nitrojen kaynagini tespit etmek i¢in yaptiklari ¢alismada koloni NN1 i¢in amonyum
nitrat, koloni NN2 i¢in amonyum siilfat sonu¢larda ortaya ¢ikmistir. Koloni NN5 i¢in
tim nitrojen kaynaklarinin ayni diizeyde etki ettigini bildirmislerdir. Enzimin
maksimum aktivitesinin gergeklestigi optimum pH degerlerini koloni NN1 ve NN2

icin sirasiyla 6.0 ve 8.0 olarak bulmuslardir.

Hu, vd. (2019), soya fasulyesinden imal edilen ve Cin geleneksel i¢ecekleri arasinda
yer alan Douchi i¢eceginden izole edilen ve ayni zamanda yiiksek oranda fibrinolitik
enzim ireten Bacillus subtilis DC27 susu iizerinde ¢alisma yapmislardir. UNOsphere
Q column kromatografisi, Sephadex G-75 jel fitrasyonu ve yiiksek performans sivi
kromatografisi kullanilarak DFE27 enzimini saflastirmiglardir. Enzimin molekiil
agirhigi, optimum sicaklik ve pH degerleri sirasiyla 29 kDa, 45 °C ve 7.0 olarak
bildirilmistir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Cihazlar ve Sarf Malzemeler

Bu tez ¢alismas1 Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Zootekni Boliimii Hayvansal
Biyoteknoloji ve Genetik Miihendisligi Laboratuvari’nda yiiriitiilmiistiir. Calismada
kullanilan cihazlar (steril kabin (Bilser), santrifiij (Hettich), hassas teraziler (Ohaus,
Denver), pH metreler (Nel, Hanna), vorteksler (Cat, Ika), manyetik karistiricilar (Cat,
Ika), calkalayicilar (Ika), inkiibator (Niive), buzdolabi (Argelik), derin dondurucular
(Ugur, Arcelik), yatay elektroforez cihazi (Peqlab), dikey elektroforez cihazlari (Atto,
Peqlab), gii¢ kaynaklar1 (Atto, E-C), spektrofotometre (Pharmacia), otoklav
(Hirayama), su banyosu (Memmert) ve otomatik pipetler (Brand, Eppendorf, Biohit,
Socharex, Dragon) laboratuvar envanterinde mevcut bulunmaktadir. Kimyasal ve
diger sarf malzemeleri ise aksi belirtilmedik¢e Sigma, Merck, Amresco, Fluka, Riedel
de-Haén, Serva, Carlo Erba, Vivantis, Panreac, Tekkim, Acros Organics, Alfa Aesar,
Thermo Fisher, Axygen, Brand, Eppendorf, LP, Isolab’dan satin alma yoluyla temin

edilmistir.

3.1.2. Bakteri Materyali

Calismada kullanilan bakteri materyali bu ¢alisma kapsaminda Nigde ili Ulukisla
ilcesi Ciftehan bolgesi simnirlar1 i¢inde bulunan kaplicadan, sicak su tahliyesinin
yapildig1 bolgeden alinan toprak numunesinden yapilmistir.

3.2. Metod

3.2.1. Bakterilerin izolasyonu

Toprak numunesinden Bacillus cinsi bakterilerin izolasyonu asagida verilen protokol

uyarinca yapilmistir (Lennete, vd., 1985):
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. Bakteri izolasyonu i¢in alinan toprak numunesi steril bir cam sise igerisinde
laboratuvara taginmaistir.

Toprak numunesinden 1 gr drnek tartilarak alinmis ve 10 ml steril saf su ile
sulandirilmagtir.

. Toprak tortusunun ¢okmesi i¢in 30 dk. siireyle beklenmis ve istteki sivi
kisimdan 500 pl almnarak steril bir mikrosantriflij tiipiine (1.5 ml hacimli)
aktarimastir.

. Alinan bu numune vejetatif bakterilerin eliminasyonu i¢in 80 °C’ye ayarlanmis
su banyosunda 15 dk. siireyle inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonrasinda 6rnek 25 ml hacimli steril LB besiyerine (10 gt/l
tryptone (bacto peptone), 5 gr/l maya ekstrakti, 10 g/l NaCl, pH 7.5) aktarilarak
ertesi giine kadar orta calkalama hizinda 37 °C’ye ayarlanmis inkiibatorde
Bacillus sporlarinin ¢imlenerek vejetatif hale gegmesi i¢in inkiibe edilmistir.

. Ertesi giin bakteri kiiltiiri gelismis olan LB sivi besi yerinden steril
mikrosantrifiij tiipleri igerisinde 10°°ya kadar seri sulandirmalar yapilmistir.
10#-10® oranlarinda sulandirilmis 6rneklerden mikropipet yardimiyla 100’er
ul ¢ekilerek alinmig ve LB-agar (LB besiyeri igine 10 g/l agar ilave edilir. 121
°C’de otoklavlanarak 46 °C’ye kadar sogutulur. Steril kabin icerisinde steril
petri kaplarina 3-5 mm kalinlikta olacak sekilde dokiilerek 30 dk. siireyle
donmasi i¢in beklenir. Kullanilmadigi durumlarda buzdolabinda +4 °C’de 15
giin kadar muhafaza edilir) plaklara steril cam ¢ubukla yayma yontemiyle
ekilmislerdir. Petri kaplarmin kapaklar1 kapatilmadan steril kabin i¢erisinde 15
dk. siireyle kurumalari igin beklenmistir.

. Petri kaplarinin kapaklar1 kapatilarak 37 °C’ye ayarlanmis inkiibatore ters
cevrilmis vaziyette konmus ve koloni gelisimi i¢in ertesi giine kadar inkiibe
edilmislerdir.

. Ertesi giin LB-agar plaklarinda geligsmis olan bakteri kolonilerinden degisik
morfolojik karakterlere (sekil, koloni ¢api, renk vs.) sahip olanlardan segilerek
steril kiirdanlar yardimiyla ikiser kopya olacak sekilde, cam yazar kalemle
numaralandirilmis LB-agar-nisasta (LB-agar, %0.5 ¢oziiniir nisasta) plaklarina
tek tek aktarilmistir. Ekimi tamamlanan plaklar ters gevrilerek 37 °C’ye

ayarlanmig inkiibatorde ertesi giine kadar inkiibasyona birakilmislardir (Sekil

3.1.).
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10. Plaklar inkiibatdrden alinmis ve iki kopyadan birer tanesi iyot buhari ile
boyanmistir. Bunun i¢in; petri plaginin kapaklarina birkag tane iyot kristali
ezilmis, kapagin lizerine bakterilerin oldugu petri kabi ters gevrilerek konmus
ve iyot buharinin nisastali besiyerini boyamast i¢in 1-2 dk. siireyle beklenmistir
(bekleme isleminin sicak bir ortamda yapilmasi boyama siirecini hizlandirir).

11. Maviye boyanan zeminde etrafinda beyazimtirak zon bulunan koloniler a-
amilaz pozitif koloniler olarak belirlenmistir.

12. a-Amilaz pozitif bakterilerden aktivite zon ¢ap1 gz Oniinde bulundurularak,

bir adet izolat ileri ¢calismalar i¢in belirlenmistir.

Sekil 3.1. Enzim aktivitesi testi i¢cin numaralandirilmis petri kaplarindaki LB-agar

plaklarina ekilmis olan Bacillus izolatlar1
3.2.2. Enzime Ait Baz1 Ozelliklerin Belirlenmesi
3.2.2.1. Hiicre Dis1 Enzimlerin Elde Edilmesi
Ileri ¢alismalar icin segilen Bacillus izolat1 LB siv1 besi yerine ekilmis ve 37 °C’ye

ayarlanmis inkiibatorde 24 saat siireyle orta ¢alkalama hizinda liremeye birakilmistir.

Her bir enzim ¢alismasi i¢in gerekli olan siipernatant miktar1 hesaplanmig, bakteri
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kiiltiiri o miktarda hazirlanmis olan LB-besiyerine ekilmistir (LB besiyerleri ideal
calkalama hiz1 i¢in erlenin toplam hacminin 1/10’u olacak sekilde erlenlere eklenerek
hazirlanmistir). Siire sonunda bakteri kiiltiirii steril tiiplerde (10 ml hacimli) 4900 rpm
calkalama hizinda 10 dk. siireyle santrifiij yapilmistir. Santrifiij sonrasi iistte kalan ve
enzim karigimi iceren siipernatant kisim deneylerde enzim kaynagi olarak kullanilmak
tizere steril laboratuvar siselerine alinmis ve deney siiresince buz lizerinde muhafaza

edilmistir.

3.2.2.2. Enzime Ait Optimum Sicakhik Degerinin Belirlenmesi

Enzimin optimum aktivite gosterdigi sicaklik degerinin belirlenmesi asagida verilen
protokol uyarinca yapilmistir. Protokolde Na-fosfat soliisyonu (50 mM, pH 6.5; 50
MM Na;HPOs ve 50 mM NaH2HPO;4 birbiri ile karistirilarak pH 6.5 olacak sekilde
hazirlanir), substrat soliisyonu (%2 w/v, Na-fosfat soliisyonunda otoklavlanarak
¢Ozlinmiis ¢Oziiniir nisasta) ve enzim (bakteri slipernatant1) baslangig tiip bilesenleri
olarak kullanilmistir.

1. Her bir sicaklik degeri i¢in ayr1 olacak sekilde asagida verildigi sekilde deney
tiipleri hazirlanmistir (K: kontrol, EK: enzim kontrol, SK: substrat kontrol, ES:
enzim+substrat):

K : 2 ml Na-fosfat buffer (1 adet)

EK  :1 ml Na-fosfat soliisyonu + 1 ml enzim (5 adet)

SK  : 1 ml Na-fosfat soliisyonu + 1 ml substrat soliisyonu (5 adet)
ES : 1 mlenzim + 1 ml substrat (5 adet)

2. Hazirlanan deney tiipleri vortekslendikten sonra 30 °C’ye ayarlanmis su
banyosunda 30 dk. siireyle inkiibe edilmistir (Sekil 3.2).

3. Siire sonunda tiipler su banyosundan alinmig ve her bir tiipiin icerisine 3’er ml
DNS soliisyonu [10 g dinitro salisilik asit, 2 g fenol, 0.5 g NaSOs, 200 g
sodyum-potasyum tartarat, S00 ml %2’lik NaOH ¢ozeltisi i¢inde ¢oziilerek saf
su ile 1000 ml’ye tamamlanir (Miller, 1951)] ilave edilerek vortekslenmistir
(Sekil 3.3).

4. Tim bu asamalar (1., 2. ve 3. asamalar) sirasiyla 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100
°C sicaklik degerleri igin ayr1 ayr1 tekrar edilmistir.
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. Tim deney tiipleri kaynar su icerisinde 5 dk. siireyle bekletilerek son iiriin
(glukoz) miktarina bagl renk degisimlerinin olmasi saglanmistir.

. Ornekler sogumasi i¢in oda kosullarinda en az 1 saat siireyle bekletilmislerdir.
. Kontrol grubu sahit olarak kullanilmig ve diger tiim orneklerin
spektrofotometrede 540 nm dalga boyunda okumalar1 yapilmastir.

. Ortalama ES degerlerinden ortalama EK ve SK degerlerinin ¢ikarilmasi
[Enzim Aktivite Degeri (EAD)=ES-(EK+SK)] ile enzim aktivitesinden
kaynakli spektrofotometrik degerler elde edilmistir.

. En yiliksek deger 100 olarak kabul edilmis ve diger degerler relatif olarak
hesaplanmistir. Relatif aktivite degerleri kullanilarak enzime ait optimum

sicaklik grafigi elde edilmistir.

Sekil 3.2. Enzim analizi 6rneklerinin su banyosunda inkiibasyonu
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Sekil 3.3. Enzim analizlerinde 6rneklerin tizerine DNS soliisyonlariin eklenmesi

3.2.2.3. Enzime Ait Optimum pH Degerinin Belirlenmesi

Enzimin optimum aktivite gosterdigi pH degerinin belirlenmesi asagida verilen
protokol uyarmca yapilmistir. Protokolde Na-asetat soliisyonlar1 (50 mM, pH 5.0 ve
6.0), Na-fosfat soliisyonlar1 (50 mM, pH 6.0 ve 7.0, 50 mM NaHPOs; ve 50 mM
NaH2HPO, birbiri ile karistirilarak hazirlanir), Tris soliisyonlar: (50 mM, pH 8.0-
11.0), substrat soliisyonlar1 (%2 w/v, her bir pH degerindeki soliisyondan ayr1 olacak
sekilde c¢Oziiniir nisasta kullanilarak hazirlanir) ve enzim (bakteri siipernatanti)
baslangig tiip bilesenleri olarak kullanilmistir.
1. Her bir sicaklik degeri i¢in ayr1 olacak sekilde asagida verildigi sekilde deney

tiipleri hazirlanmigtir:

K : 2 ml Na-asetat buffer (pH 5.0) (1 adet)

EK  :1ml Na-asetat buffer (pH 5.0) + 1 ml enzim (5 adet)

SK 1 ml Na-asetat buffer (pH 5.0) + 1 ml substrat soliisyonu (5 adet)

ES : 1 mlenzim + 1 ml substrat (5 adet)
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Hazirlanan deney tiipleri vortekslendikten sonra enzime ait optimum sicaklik
degerine ayarlanmis su banyosunda 30 dk. siireyle inkiibe edilmistir.

Siire sonunda tiipler su banyosundan alinmig ve her bir tiipiin i¢erisine 3’er ml
DNS soliisyonu ilave edilerek vortekslenmistir.

Tiim bu agamalar (1., 2. ve 3. asamalar) sirasiyla 6.0-11.0 araligindaki tiim pH
degerleri i¢in ayr1 ayr1 tekrar edilmistir.

Tim deney tiipleri kaynar su icerisinde 5 dk. siireyle bekletilerek son {iriin
(glukoz) miktarina bagl renk degisimlerinin olmas1 saglanmastir.

Ornekler sogumasi i¢in oda kosullarinda en az 1 saat siireyle bekletilmislerdir.
Kontrol grubu sahit olarak kullamilmig ve diger tiim Orneklerin
spektrofotometrede 540 nm dalga boyunda okumalar1 yapilmaistir.

Ortalama ES degerlerinden ortalama EK ve SK degerlerinin ¢ikarilmasi
[Enzim Aktivite Degeri (EAD)=ES-(EK+SK)] ile enzim aktivitesinden
kaynakli spektrofotometrik degerler elde edilmistir.

En yliksek deger 100 olarak kabul edilmis ve diger absorbans degerleri relatif
olarak hesaplanmistir. Relatif aktivite degerleri kullanilarak enzime ait

optimum pH grafigi elde edilmistir.

3.2.2.4. Enzime Ait Sicakhlik Stabilitesinin Belirlenmesi

Enzimin sicaklik stabilite degerlerinin belirlenmesi asagida verilen protokol uyarinca

yapilmistir. Protokolde Na-fosfat soliisyonu (50 mM, pH 6.5), substrat soliisyonu (%2

w/v, Na-fosfat soliisyonunda otoklavlanarak ¢oziinmiis ¢Oziiniir nisasta) ve enzim

(bakteri siipernatant1) baslangig tiip bilesenleri olarak kullanilmistir.

1.

10 ml bakteri siipernatant1 (enzim) 40 °C’ye ayarlanmis su banyosunda 30 dk.
stireyle 0n inkiibasyona birakilmistir.

Daha sonra asagida verildigi sekilde deney tiipleri hazirlanmistir (K: kontrol,
EK: enzim kontrol, SK: substrat kontrol, ES: enzim+substrat):

K : 2 ml Na-fosfat buffer (1 adet)

EK  : 1 ml Na-fosfat soliisyonu + 1 ml enzim (5 adet)

SK  : 1 ml Na-fosfat soliisyonu + 1 ml substrat soliisyonu (5 adet)

ES : 1 mlenzim + 1 ml substrat (5 adet)
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10.

Hazirlanan deney tiipleri vortekslendikten sonra enzimin optimum sicaklik
degerine ayarlanmis su banyosunda 30 dk. siireyle inkiibe edilmistir.

Siire sonunda tiipler su banyosundan alinmis ve her bir tiipiin igerisine 3’er ml
DNS soliisyonu ilave edilerek vortekslenmistir.

Tiim bu agamalar (1., 2., 3. ve 4. asamalar) sirastyla 50, 60, 70, 80 90 ve 100
°C sicaklik degerlerinde 30 dk. 6n inkiibasyona birakilmis diger enzim
ornekleri kullanilarak ayri ayri tekrar edilmistir.

Tim deney tiipleri kaynar su icerisinde 5 dk. siireyle bekletilerek son {iriin
(glukoz) miktarina bagl renk degisimlerinin olmas1 saglanmastir.

Ornekler sogumasi i¢in oda kosullarinda en az 1 saat siireyle bekletilmislerdir.
Kontrol grubu sahit olarak kullamilmig ve diger tiim Orneklerin
spektrofotometrede 540 nm dalga boyunda okumalar1 yapilmaistir.

Ortalama ES degerlerinden ortalama EK ve SK degerlerinin ¢ikarilmasi
[Enzim Aktivite Degeri (EAD)=ES-(EK+SK)] ile enzim aktivitesinden
kaynakl spektrofotometrik degerler elde edilmistir.

En yiiksek deger 100 olarak kabul edilmis ve diger degerler relatif olarak
hesaplanmistir. Relatif aktivite degerleri kullanilarak enzime ait sicaklik

stabilite grafigi elde edilmistir.

3.2.2.5. Enzimin Zamana Gore Aktivite Seviyesinin Belirlenmesi

Enzimin zamana gore aktivite degerlerinin belirlenmesi asagida verilen protokol

uyarinca yapilmistir. Protokolde Na-fosfat soliisyonu (50 mM, pH 6.5), substrat

soliisyonu (%2 w/v, Na-fosfat soliisyonunda otoklavlanarak ¢ozlinmiis ¢Oziiniir

nisasta) ve enzim (bakteri slipernatant1) baslangic tiip bilesenleri olarak kullanilmastr.

1.

12 saat siireyle LB siv1 besiyerinde liremis olan bakteri kiiltliriinden 100 ml
hacimli LB besiyerine 1 ml (%1 v/v) asilama yapilmis ve 37 °C’ye ayarlanmig
inkiibatore orta ¢alkalama hizinda iiremeye birakilmistir.

Asilama yapilir yapilmaz besi ortamindan steril kosullarda 10 ml ¢ekilerek
alinmis (0. saat), kalan 90 ml ise inkiibatdrde bakteri liremesi i¢in inkiibasyona
birakilmistir. Alinan 10 ml 6rnek 495 rpm’de santrifiij edilmis ve slipernatant

kisim enzim kaynag1 olarak kullanilmustir.
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10.

11.

Daha sonra asagida verildigi sekilde deney tiipleri hazirlanmistir (K: kontrol,
EK: enzim kontrol, SK: substrat kontrol, ES: enzim+substrat):

K : 2 ml Na-fosfat buffer (1 adet)

EK  :1 ml Na-fosfat soliisyonu + 1 ml enzim (5 adet)

SK  : 1 ml Na-fosfat soliisyonu + 1 ml substrat soliisyonu (5 adet)

ES : 1 mlenzim + 1 ml substrat (5 adet)

Hazirlanan deney tiipleri vortekslendikten sonra enzimin optimum sicaklik
degerine ayarlanmis su banyosunda 30 dk. siireyle inkiibe edilmistir.

Siire sonunda tiipler su banyosundan alinmig ve her bir tiipiin igerisine 3’er ml
DNS soliisyonu ilave edilerek vortekslenmistir.

Deney tiipleri kaynar su icerisinde 5 dk. siireyle bekletilerek son {iriin (glukoz)
miktarma bagl renk degisimlerinin olmas1 saglanmistir.

Ornekler sogumasi i¢in oda kosullarinda en az 1 saat siireyle bekletilmislerdir.
Kontrol grubu sahit olarak kullanilmig ve diger tiim Orneklerin
spektrofotometrede 540 nm dalga boyunda okumalar1 yapilmaistir.

Tim bu asamalar (1-8. asamalar) sirasiyla 24., 48., 72., 96. ve 120. saatler icin
ayr1 ayri tekrar edilmistir.

Ortalama ES degerlerinden ortalama EK ve SK degerlerinin ¢ikarilmasi
[Enzim Aktivite Degeri (EAD)=ES-(EK+SK)] ile enzim aktivitesinden
kaynakli spektrofotometrik degerler elde edilmistir.

En yiiksek deger 100 olarak kabul edilmis ve diger degerler relatif olarak
hesaplanmistir. Relatif aktivite degerleri kullanilarak enzime ait zamana gore

aktivite grafigi elde edilmistir.

3.2.2.6. Baz1 Kimyasallarin Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Bazi kimyasallarin enzim aktivitesi iizerine etkisinin belirlenmesi asagida verilen
protokol uyarinca yapilmistir. Protokolde Na-fosfat soliisyonu (50 mM, pH 6.5),
substrat soliisyonu (%2 w/v, Na-fosfat soliisyonunda otoklavlanarak ¢6ziinmiis
¢Ozliniir nigasta), enzim (bakteri siipernatant1) ve MgClz, CuSOa, CaCly, FeSO4, EDTA

kimyasallar1 baglangic tiip bilesenleri olarak kullanilmustir.
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. Her bir kimyasal madde i¢in ayr1 olacak sekilde asagida verildigi sekilde deney
tiipleri hazirlanmistir (K: kontrol, EK: enzim kontrol, SK: substrat kontrol, ES:

enzim+substrat):

K : 2 ml Na-fosfat buffer (5 mM MgCI; igeriyor) (1 adet)
EK : 1 ml Na-fosfat soliisyonu + 1 ml enzim (5 mM MgCl> igeriyor) (5
adet)

SK  : 1 ml Na-fosfat soliisyonu + 1 ml substrat soliisyonu (5 mM MgCl»
igeriyor) (5 adet)

ES : 1 mlenzim + 1 ml substrat (5 mM MgCI. igeriyor) (5 adet)

. Hazrrlanan deney tiipleri vortekslendikten sonra enzimin optimum sicaklik
degerine ayarlanmis su banyosunda 30 dk. siireyle inkiibe edilmistir.

Siire sonunda tiipler su banyosundan alinmis ve her bir tiipiin igerisine 3’er ml
DNS soliisyonu ilave edilerek vortekslenmistir.

Tiim bu asamalar (1., 2. ve 3. asamalar) sirasiyla CuSQO4, CaCly, FeSO4, EDTA
icin ayr1 ayr1 tekrar edilmistir. Ayrica bu kimyasal maddelerin higbirinin
kullanilmadig1 bir kontrol grubu da olusturulmustur.

Tim deney tiipleri kaynar su icerisinde 5 dk. siireyle bekletilerek son {iriin
(glukoz) miktarina bagl renk degisimlerinin olmasi saglanmastir.

Ornekler sogumasi i¢in oda kosullarinda en az 1 saat siireyle bekletilmislerdir.
. Kontrol grubu sahit olarak kullanilmis ve diger tiim Orneklerin
spektrofotometrede 540 nm dalga boyunda okumalar1 yapilmistir.

Ortalama ES degerlerinden ortalama EK ve SK degerlerinin ¢ikarilmasi
[Enzim Aktivite Degeri (EAD)=ES-(EK+SK)] ile enzim aktivitesinden
kaynakl1 spektrofotometrik degerler elde edilmistir.

. Higbir kimyasal malzeme icermeyen kontrol grubunun absorbans degeri 100
olarak kabul edilmis ve kimyasal malzeme i¢eren gruplarin absorbans degerleri

relatif olarak hesaplanmustir.
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3.2.3. SDS-PAGE ve Zimogram Analizleri

3.2.3.1. Bakteriye Ait Hiicre Dist Enzim Orneklerinin Hazirlanmasi

Izolat bakteriden hiicre dis1 enzim Ornekleri asagida verilen protokol uyarmnca

yapilmistir:

1. 1zolat LB siv1 besi yerinde 37 °C’de 48 saat boyunca iiretilmistir.

2. Bakteri kiiltiiri 4.900 rpm’de 10 dk. siireyle santrifiij edilerek hasat edilmistir.
Hiicredisi s1vi faz (stipernatant) alinarak baska steril tiiplere aktarilmistir.

3. Siipernatant drneklerinin lizerine 1:1 oraninda %20 (w/v) TCA ilave edilmistir.
Ornekler bu sekilde 24 saat siireyle oda sicakliginda bekletilmistir.

4. Siire sonunda ornekler 4.950 rpm’de 10 dk. siireyle santrifiij edilmis ve
denatiire olmus olan hiicredis1 proteinler pelet haline getirilmistir. Siipernatant
kisim dikkatlice dokiilerek uzaklastirilmistir.

5. Tipler ters gevrilerek bir kurutma kagidinin iizerine konmus ve protein
peletlerinin bu sekilde 20-30 dk. siireyle oda sicakliginda kurumalari
saglanmustir.

6. Protein peletleri miktarlar1 g6z 6niinde bulundurularak uygun hacimde (100-

200 pl) tris soliisyonu (1 M, pH: 8.0) ile ¢oziilerek daha sonra kullanilmak
iizere -20° C’ye kaldirilmastir.

3.2.3.2. SDS-PAGE’nin Hazirlanmasi

SDS-PAGE deneyi Laemmli (1970)’e gore yapilmustir. SDS-PAGE diizenegi iiretici

firma tarafindan verilen protokole gore hazirlanmistir. Jel ise %12’lik olacak sekilde

asagida verilen protokol uyarmca hazirlanmstir:
1. Ayirici jel [akrilamid-bisakrilamid soliisyonu (%30 w/v) 12.0 ml, Tris (2 M, pH 8.8)
5.62 ml, SDS (%10 w/v) 0.3 ml, nisasta soliisyonu (%3 w/v) 3 ml, saf su 9.1 ml]

Karigim1 hazirlandiktan sonra, polimerizasyonu saglamak i¢in tizerine 200 pl

amonyum persiilfat (%10 w/v) ve 20 ul TEMED ilave edilmistir (Ayirict jele nisasta

bileseni zimogram analizi i¢in ilave edilmistir. Zimogram analizinin yapilmadigi

durumlarda jel bilesenlerinden nisasta soliisyonu ¢ikarilir, ayn1 miktarda saf su ilave
edilir).
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. Hazirlanan ayirict jel karisimi daha 6nce hazirlanan iki cam levhadan olusan diizenek
arasindaki bosluga bir pastor pipeti yardimiyla {istten yaklasik 4 cm bosluk kalacak
sekilde dokiilmiistiir (Sekil 3.4).

. Jelin iizerine i¢in ince bir katman olacak sekilde su ile satiire edilmis biitanol (veya
saf su) eklenerek polimerizasyon i¢in 45 dk. beklenmistir.

. Stire sonunda iistte bulunan biitanol uzaklastirilmis ve kalani bir parga filtre kdgidina
emdirilerek jel biitanoldan iyice armndirilmistir.

. Toplayici jel [akrilamid-bisakrilamid soliisyonu (%30 w/v) 1.8 ml, tris (0,5 M, pH
6,8) 3.65 ml, SDS (%10 w/v) 0.15 ml, saf su 9.4 ml] hazirlanarak polimerize olmasi
icin igerisine 100 pl amonyum persiilfat (%10 w/v) ve 10 ul TEMED eklenmistir

. Hazirlanan toplayict jel karigimi beklemeden bir pipet yardimiyla toplayici jelin
iizerine dokiilmiistiir.

. Ust kisimdan jel tarag yerlestirilerek jelin donmasi icin 45 dk. beklenmistir.

. Siire sonunda tarak ¢ikarilmis ve jel daha dnce hazirlanmis olan elektroforez tanki
diizenegi icerisine yerlestirilmistir.

. Diizenege, jele alttan ve tstten temas edecek sekilde elektrod soliisyonu (0.05 M

glisin, 0.05 M tris-baz, % 0.1 w/v SDS) ilave edilmistir.

N

Sekil 3.4. SDS-Poliakrilamid jelin hazirlanmasi
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3.2.3.3. Enzim Orneklerinin Jele Yiiklenmesi ve Elektroforezi

Enzim 6rneklerinin jele yiiklenmesi ve elektroforezi asagida verilen protokol uyarinca
yapilmistir:

1. Daha o6nce hazirlanmig olan protein Orneklerinin iizerine hacmin yaris1 kadar
kaynatma soliisyonu [0.25 M Tris-HCL (pH 6.8), %15 w/v SDS, %50 v/v gliserol,
%25 v/v B-merkaptoethanol, %0.01 w/v bromophenol blue] ilave kaynar suda 3
dk. siireyle bekletilmistir.

2. Kaynatma iglemi tamamlandiktan sonra jelin birinci kuyusuna 10 pl ticari markir
(Thermo Fisher, SM0431) sirasiyla diger kuyulara 50 pl olacak sekilde protein
ornekleri bir mikropipet yardimiyla yiiklenmistir (Sekil 3.5A).

3. Elektroforez cihaz1 gii¢ kaynagma baglandiktan sonra protein 6rnekleri toplayici
jelde 25 mA, 60 V, ayirict jelde ise 40 mA, 80 V akim uygulanarak yiiriitiilmiistiir
(Sekil 3.5B). Izleme boyasi jelin sonuna geldiginde elektrik akim durdurularak

elektroforez islemi sonlandirilmistir.

Sekil 3.5. Hiicre dis1 proteinlerin SDS-PAGE’ye yiiklenmesi (A) ve elektroforezi (B)
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3.2.3.4. Elektroforez Sonrasi islemler

Elektroforez sonrasi islemler (jelin boyanmasi ve fazla boyanm uzaklastirilmast)
asagida verilen protokol uyarinca yapilmistir:

1. Izleme boyasi jelin sonuna geldikten sonra gii¢ kaynag1 kapatilarak elektrik akimi
kesilmistir.

2. Jel, iki cam levha arasindan dikkatli bir sekilde ¢ikarilarak igerisinde boyama
soliisyonu (%40 v/v metanol, %10 v/v glasial asetik asit, %50 v/v saf su, %0,1
w/v Coomassie blue R 250) bulunan bir kabin igerisine aktarilmistir. Jel bu
boyanin icerisinde ara sira hafif¢e ¢alkalanarak 1 saat siireyle bekletilmistir.

3. Siire sonunda jel boya soliisyonundan alinmis yikama soliisyonu (destain, %40
v/v metanol, %10 v/v glasial asetik asit, %50 v/v saf su) igerisine konmustur.
I¢inde yikama soliisyonu ve jel bulunan kap ¢alkalayici iizerine konmus ve ertesi
giine kadar oda sicakliginda hafif devirde ¢alkalanarak fazla boyanin uzaklagmasi
saglanmistir. Yikama soliisyon birkag kez degistirilerek protein bantlarinin daha
net bir goriintli vermesi saglanmistir.

4. Jel goriintiisii netlestikten sonra fotograflanmustir.

3.2.3.5. Zimogram Analizi ile Enzimin Molekiiler Agirhklariin Belirlenmesi

Zimogram analizi ile enzimin molekiiler agirhigmnin belirlenmesi asagida verilen
protokol uyarinca yapilmaistir:

1. Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra SDS-Nisasta-PAGE jel iki cam levha
arasimdan dikkatli bir sekilde ¢ikarilarak Soliisyon-1 (50 mM Na;HPO4+ 50 mM
NaH2PO4+ %20 v/v izopropanol) icerisine alinmis ve 1 saat siireyle calkalanarak
SDS’nin jelden uzaklagmasi saglanmistir.

2. Siire sonunda jel Soliisyon-1’den alinarak Soliisyon-2 (50 mM Na;HPO4+ 50 mM
NaH2POs+ 1 mM EDTA + 5 mM B-merkapto ethanol) i¢erisine aktarilmistir. Jel
bu soliisyon igerisinde gece boyunca +4 °C’de muhafaza edilerek denatiire olan
proteinlerin renatiire olmasi saglanmustir.

3. Ertesi sabah jel bu sefer Soliisyon-3 (50 mM NaHPO4 + 50 mM NaH2POs)

icerisine aktarilarak +4° C’de 1 saat siireyle bekletilmistir.
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4. Siire sonunda jel bu soliisyondan alinarak stre¢ film ile iyice sarilmigtir. Bu halde

5.

6.

jel 4-5 saat siireyle 37 °C’de inkiibe edilmis ve enzimlerin jeldeki nisastay1
hidrolize etmesi saglanmuistir.

Inkiibasyon sonunda jel iyodin boyasma (%0,1 w/v iyodin, %50 v/v metanol)
alinarak aktivite bantlar1 goriiniinceye kadar (20-30 dk.) bu boya icerisinde
bekletilmistir (Saul, vd., 1990).

Markir proteinler yardimiyla enzimlerin molekiiler agirliklar: hesaplanmaigstir.

3.2.4. izolatin Antibiyogram Testi

Izolatin antibiyotiklere kars1 direngliliklerinin belirlenmesi asagida verilen protokol

uyarmca yapilmistir:

1.

[zolat bakteri LB-sivi besiyerinde gece boyunca uygun calkalama hizinda
iretilmistir.

Uremis olan bakteriden 100 ul almarak LB-agar plagina cam cubukla yayma
yontemiyle ekilmistir.

Farkli antibiyotikler emdirilmis ticari antibiyotik diskleri (P10: Penicillin, TE3O0:
Tetracycline, SH10: Spectinomycin, CN10: Gentamycin, OFX10: Travid
ofloxacin, RD5: Rifampicin, S10: Streptomycin, Amp10: Ampicillin), bakteri
yayillmis olan kati besi ortamina belirli araliklarla sterilize edilmis bir cimbiz
yardimiyla yerlestirilmis ve 10-15 dKk. siireyle beklenerek kurumasi saglanmistir
(Sekil 3.5).

Bakteri ekilmis plaklar ters cevrilerek 37 °C’ye ayarlanmis inkiibatorde ertesi
giine kadar inkiibasyona birakilmstir.

Ertesi giin antibiyotik disklerinin etrafinda bakteri kolonilerinin gelisip

gelismedigine bakilarak bakterinin antibiyotik direnglilik durumu belirlenmistir.
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Sekil 3.6. izolatlarin farkli antibiyotik diskleri ile antibiyogram analizleri
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bulgular

4.1.1. Amilolitik Bakterilerin izolasyonu

Bu tez ¢alismasinda Nigde ili sinirlari igerisinde bulunan Ciftehan Kaplicasi su tahliye
noktasindan alinan toprak numunelerinden Bacillus sporlarinin aerobik ortamda

¢imlendirilmesi ile bakterilerin izolasyonu gergeklestirilmistir (Sekil 4.1A).

Bakterilerin a-amilaz aktivitesi LB-nisasta-agar plaklarinda iyot buhari boyamasi

sonucu gosterilmistir (Sekil 4.1B).

Sekil 4.1. Toprak numunelerinde Bacillus sporlarinin LB-agar plaklarinda
¢imlendirilmesi (A) ve iyot buhar1 boyamasi sonucu izolatlarin a-amilaz aktivitesi

bakimindan fenotipik test plak goriintiisii (B)

a-Amilaz pozitif izolatlardan aktivite zon c¢ap1 dikkate alinarak, 4 numaral izolat

(Bacillus sp. GA4) ileri ¢alismalar igin tercih edilmistir.
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4.1.2. Bacillus sp. GA4 a-Amilazinin Bazi Enzimatik Ozellikleri

Bacillus sp. GA4 a-amilazinin bazi enzimatik 6zellikleri (optimum sicaklik, optimum
pH, sicaklik direnci, zamana gore enzim aktivitesi ve bazi kimyasallarin enzim

aktivitesi lizerine etkisi) DNS yontemi ile ortaya ¢ikarilmistir.

4.1.2.1. Bacillus sp. GA4 a-Amilazinin Sicakhk Optimumu

Bacillus sp. GA4 a-amilazinin optimum aktivite gosterdigi sicaklik degeri 50 °C olarak
hesaplanmistir (Sekil 4.2). Enzim 30-50 °C sicaklik degerleri arasinda %46, 60-90 °C
sicaklik degerleri arasinda %13, 30-90 °C sicaklik degerleri arasinda ise %27 relatif
aktivite gostermistir. Enzim 100 °C’de aktivitesinin tamamini kaybetmistir. Enzimin
optimum sicaklik grafigi incelendiginde, optimum sicaklik degeri olan 50 °C’den

uzaklastik¢a enzim aktivitesinde hizli diistisler oldugu gozlenmistir.
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Sekil 4.2. Bacillus sp. GA4 izolatina ait a-amilaz enziminin optimum sicaklik grafigi
4.1.2.2. Bacillus sp. GA4 a-Amilazinin pH Optimumu
Bacillus sp. GA4 o-amilazinin optimum aktivite gosterdigi pH degeri 6.0 olarak

hesaplanmistir (Sekil 4.3). Enzim 5.0-8.0 pH degerleri arasinda %73 relatif aktivite

gostermistir. Enzim pH 8.0’den sonra aktivitesinin tamamini kaybetmistir. Enzimin
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optimum pH grafigi incelendiginde, 6.0-8.0 degerleri arasinda oldukga yiiksek bir
aktivite gosterdigi goriilmiistiir.
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Sekil 4.3. Bacillus sp. GA4 izolatma ait a-amilaz enziminin optimum pH grafigi

4.1.2.3. Bacillus sp. GA4 a-Amilazinin Termal Kararhhg:

Bacillus sp. GA4 izolatina ait a-amilaz enzimim 40 °C’de 30 dk. 6n inkiibasyon
sonrasinda aktivitesini tamamen korumustur. Enzimin 50 ve 60 °C sicakliklarda 30 dk.
On inkiibasyonu sonrasinda sirasiyla %21 ve %37 relatif aktivite kayb1 yasamuistir.
Enzim 80 °C ve sonraki sicaklik degerlerinde ©on inkiibasyonu sonrasinda ise

aktivitesinin tamamini kaybetmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Bacillus sp. GA4 izolatma ait a-amilaz enziminin termal kararlilik grafigi
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4.1.2.4. Bacillus sp. GA4 a-Amilazinin Zamana Goére Aktivite Diizeyi

Bacillus sp. GA4 relatif olarak en yiiksek diizeyde enzim aktivitesini inokiilasyondan
itibaren 12. saatte gdstermistir (Sekil 4.5). Enzim aktivitesi 12. saatte relatif olarak
%100 kabul edildiginde, enzim aktivitesi 48., 72., 96. ve 120. saatlerde sirasiyla %71,
%69, %67 ve %35 diizeyinde olmustur.
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Sekil 4.5. Bacillus sp. GA4 izolatina ait a-amilaz enziminin zamana gére enzim

aktivite grafigi

4.1.2.5. Baza Kimyasallarin Bacillus sp. GA4 a-Amilaz Aktivitesi Uzerine EtKisi

MgCl,, CuSO4, CaCly, FeSOs, EDTA kimyasal maddelerinin Bacillus sp. GA4
izolatina ait o-amilaz enziminin aktivitesi tizerine etkileri arastirilmustir. Higbir
kimyasal maddenin kullanilmadigi kontrol grubunun enzim aktivite diizeyi %100
olarak kabul edilmis ve kimyasal maddelerin kullanildig1 gruplarin enzim aktivite
diizeyleri hesaplanarak kontrol grubuna gore relatif aktivite diizeyleri belirlenmistir.
Muamele gruplarndan MgCl, ve FeSOs’lin kullanildig1 gruplarda enzim aktivitesi
relatif olarak sirastyla %13 ve %12 olarak hesaplanmistir. CuSO4, CaCl, ve EDTA’nin
kullanildig1 gruplarda ise kontrol grubuna gore enzim aktivitesinde diisiis

gozlenmistir. Bu gruplardaki relatif enzim aktivitesi sirastyla %19, %62 ve %67 olarak
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hesaplanmistir (Sekil 4.6). Bir baska ifadeyle enzim aktivitesindeki relatif kayip

seviyesi ayni sirayla %81, %38 ve %33 seviyesinde olmustur.
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Sekil 4.6. Bazi1 kimyasal maddelerin Bacillus sp. GA4 a-amilaz enzimi aktivitesi

iizerine etkisi
4.1.3. SDS-PAGE ve Zimogram Analizine iliskin Bulgular
Bacillus sp. GA4 bakterisine ait hiicre dis1 toplam proteinler %12’lik SDS-PAGE’de
Coomassie blue boyamas: ile gosterilmistir. Nisasta iceren SDS-PAGE’nin iyot

boyamasi sonucu Bacillus sp. GA4 a-amilaz enziminin molekiiler agirligi yaklagik

olarak 55 kDa olarak hesaplanmistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Bacillus sp. GA4 izolatna ait toplam proteinlerin SDS-PAGE’deki

gOrlintlinsii ve zimogram analizi

4.1.4. izolatin Antibiyogram Testi

Bacillus sp. GA4 izolatinin bazi antibiyotiklerine direnglilik durumlarmi belirlemek
icin antibiyogram testi yapilmistir. Antibiyogram sonucunda izolat CFX (26 mm), CN
(19 mm) ve TE (20 mm) entibiyotiklerine kars1 direnclilik gdstermemistir. izolat, RD
(20 mm), S (13 mm), Amp (9 mm) ve P (9 mm) antibiyotiklerine ise kismi direngli
bulunmustur. Buna karsilik izolat SH antibiyotigine tam diren¢li bulunmustur (Sekil

4.8).
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Sekil 4.8. Bacillus sp. GA4 izolatinin antibiyogram plak gortintiisii (P: Penicillin, TE:
Tetracycline, SH: Spectinomycin, CN: Gentamycin, OFX: Travid ofloxacin, RD:
Rifampicin, S: Streptomycin, Amp: Ampicillin)

4.2. Tartisma

Yapilan bu tez calismasi ile Nigde ili smirlar1 igerisinde bulunan Ciftehan Kaplicasi
civarindan aliman toprak numunesinden a-amilaz {ireten bakterilerin izolasyonu
gerceklestirilmistir. Bu bakterilerden GA4 izolati LB-nisasta-agar plaginda iyot
boyamasi sonucu a-amilaz aktivite zon capi goz Oniinde bulundurularak ileri
calismalar icin belirlenmistir. Izolat, bakteri sporunun aerobik ortamda ¢imlendirmesi

sonucu Bacillus olarak tanimlanmistir (Remize, 2017).

Bakteriyel a-amilazlar olduk¢a yogun caligilmistir. Bunun en biiyiik sebeplerinden
birisi, a-amilazlarin olduk¢a yogun bir endiistriyel kullanima sahip olmas1 olarak
diistiniilebilir. Bir¢ok kaynak tarafindan iiretiliyor olmasi, ¢aligmasmin kolay ve
calisma maliyetinin diisiik olmas1 ise yogun calisilmasinin diger sebepleri arasindadir.
Sadece a-amilazlar degil, diger bakteriyel kokenli enzimler de bir¢ok avantajlarindan
dolay1 bitkisel ve hayvansal kaynakli enzimlere gore tercih edilmektedir.

Mikroorganizmalar iginde 6zellikle Bacillus cinsi bakteriler endospor olusturmalari,
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patojen olmamalar1 ve lrettikleri enzimleri hiicre digina salgilamalarindan dolay1
oldukga popiiler enzim iiretici organizmalardir (Harwood, 1992; Vehmaanperé, 1990).
Bu tez galigmasi kapsaminda izole edilen Bacillus sp. GA4 bakterisi her ne kadar 55
°C’de izole edilmis olsa da 37 °C’ye ayarlanmis inkiibatorde daha yiiksek lireme giicii
gostermistir. Bu bakimdan bakteri mezofilik olarak tanimlanabilir. Fakat bakteri
tarafindan iretilen o-amilaz enzimi optimum aktivitesini 50 °C’de gdstermistir.
Mezofilik mikroorganizmalarca termostabil enzim {iretimi yeni bir bulgu degildir.
Bacillus licheniformis ve Bacillus amyloliquefaciens thermo-stable a-amilaz iireten
mezofilik bakterilerden bazilaridir. Bacillus licheniformis 11-57 °C sicaklik degerleri
arasinda gelisim gdstermekte olup, optimum iireme sicakligi 49 °C olarak rapor
edilmistir (Trunet, vd., 2015). Bacillus amyloliquefaciens ise 37 °C’de optimum
gelisme gostermekte olup, 45-50 °C’de optimum aktivite gdsteren a-amilaz enzimi
iretmektedir. Bu ¢alismada izole edilen Bacillus sp. GA4 bakterisinin cins diizeyinde
tanimlama yapilmasi ancak 16S rDNA, Vitec 2 Compact, API 50 testlerinin en az bir
tanesinin veya tercihen birkag¢ tanesinin birden yapilarak dogru tanimlamanin ortaya

konulmas1 gerekmektedir.

Endiistriyel enzim iiretiminde termostabil enzimlerin mezofilik mikroorganizmalara
irettirilmesi siklikla basvurulan yontemlerden birisidir. Bunun en onemli sebebi,
bakteriyi mezofilik kosullarda (37 °C) diisiik maliyetle tiretmek, daha sonra sicaklik
uygulamasi ile mezofilik kokenli enzimleri denatiire ederek thermo-stable enzimi
kolaylikla saflastirmaktir (Ozcan, 2005). Fakat bu daha ¢ok patojen olmayan ve GRAS
(Generally Recognized as Safe, Genel Olarak Giivenli) kabul edilen
mikroorganizmalara ilgili enzimi {lireten genin klonlanmasi seklinde gerceklestirilir.
Bu ¢aligmada izole edilen Bacillus sp. GA4 bakterisinin patojenite testi yapilmamustir.
Ayrica o-amilaz gibi bagka termostabil enzimler de iiretiyor olabilir. Dolayisiyla dogal
izolat Bacillus sp. GA4 izolat1 tarafindan termostabil a-amilaz enziminin iretimi bu
acidan bakildiginda avantajli olmayabilir. a-Amilaz geninin mezofilik baska bir
endiistriyel susta klonlanmasi diisiiniilebilir. Fakat 50 °C’de optimum aktivite gosteren
enzimin, bu sicaklik degerlerinden uzaklastikca aktivitesini hizla kaybetmesi
endiistriyel kullanimmi kisitlayabilir. Ayrica GA4 o-amilazt sadece pH 6.0-8.0
degerlerinde aktivite gostermis, bunun diginda kalan pH degerlerinde ise aktivitesini

tamamen kaybetmistir. Kisitli bir pH araliginda aktivite gdstermesi ve 70 °C’den
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sonraki sicaklik degerlerinde on inkiibasyon sonucu aktivitesini tamamen kaybetmesi

enzimin endiistriyel kullanimin1 olduk¢a smirlandiracaktir.

CuSO4 enzimin %81 oraninda aktivitesini kaybetmesine sebep olmustur. Denenen
kimyasal maddelerden sadece MgCl> ve FeSO4 kismi bir stimiilasyon etki (sirasiyla
%12 ve %13) gostermistir. Daha genis yelpazede kimyasal maddenin enzim
iizerindeki aktivitesi incelenebilir ve enzimin ticari kullanimimda bu veriler dikkate
almarak daha isabetli yorumlar ortaya konulabilir. Bununla birlikte klonlama ve bolge
yonlendirmeli mutagenez teknikleri ile enzim 6zelliklerinde birtakim iyilestirmeler

yapilabilir ve endiistriyel kullanim i¢in daha uygun hale getirilebilir.

Zimogram analizi enzimin molekiiler agirhigni yaklagik 55 kDa olarak ortaya
koymustur. Bakteriyel a-amilazlarin molekiiler agirliklar1 10 ile 210 kDa arasinda
genis bir araliga sahiptir. Bacillus caldolyticus 10 kDa (Grootegoed, vd., 1973),
Bacillus subtilis KIBGE HAS 56 kDa (Bano, vd., 2011), Bacillus subtilis BS5 63 kDa
(Femi-Ola ve Olowe, 2011), Chloroflexus aurantiacus 210 kDa (Ratanakhanokchali,
1992), Acyclobacillus acidocaldarius 160 kDa (Matzke, vd., 1997), Bacillus
licheniformis 31 ve 58 kDa (Bozic, vd., 2011; Hmidet, vd., 2008), Lactobacillus
manihotivorans 135 kDa (Aguilar, vd., 2000), Bacillus sp. YX1 56 kDa (Liu ve Xu,
2008) amilazlar1 bunlardan bazilaridir. Bacillus sp. GA4 a-amilazmin molekiiler
agirligi bu aralikta yer almakta ve benzer molekiiler agirliga sahip bir¢ok amilaz rapor

edilmistir.

Sonu¢ olarak bu calisma kapsaminda sicakliga direncli a-amilaz enzimi {ireten
mezofilik Bacillus sp. GA4 bakterisi izole edilmistir. Enzimin kismi karakterizasyon
sonuglary, enzimin bu haliyle endiistriyel kullanim i¢in ¢ok uygun olmadigmi
gostermektedir. Fakat molekiiler genetik teknikleri ile enzimin 6zellikleri

gelistirilebilir ve endiistriyel kullanima uygun hale getirilebilir.
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