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OZET

YUKSEK LiSANS TEZI

Bacillus mojavensis ve Bacillus vallismortis’ten ALFA-AMILAZ URETIMI,
SAFLASTIRILMASI ve KARAKTERIZASYONU

Adem KARAKAYA

Siirt Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman  : Doc. Dr. Sadin OZDEMIR
Ortak Damisman: Yrd. Dog. Dr. Erdal OGUN

2016, 91 Sayfa

Bu c¢alismada, Sirnak (Meryemderesi) sicak su kaynagi camurundan izole edilen termotolerant
Bacillus vallismortis ve Bacillus mojavensis kullanildi. Inkiibasyon zaman, sicaklik, pH, karbon ve azot
kaynaklari, farkli metal iyonlari, tarimsal atiklar (muz, elma ve portakal kabugu, arpa kepegi ve fasulye
kiisbesi), tuz konsantrasyonu, farkli surfaktanlar gibi ¢esitli parametrelerin a-amilazlarin iiretimi iizerine
etkisi calisildi. B. vallismortis ile a-amilaz iretimi igin optimum inkiibasyon zamani, sicaklik ve pH
sirasiyla 36. saat, 35 °C ve 7.0 olarak bulunurken, B. mojavensis ile o-amilaz iiretimi i¢in optimum
inkiibasyon zamani, sicaklik ve pH sirasiyla 36. saat, 35 °C ve 6.0 olarak bulundu. Kontrol ile
karsilastirildiginda, B. vallismortis'te Mn(Il) ve Ca(Il) varhiginda a-amilaz iiretimi yaklasik %10 ve
Triton-X100 ve Tween-20 ile sirasiyla %8.2 ve %12.4 yiikseldi. Optimum kosullarda fermentasyon
ortamina %0.05 Tween-20 eklendiginde, B. mojavensis icin en yiiksek a-amilaz iiretimi 4282.6 U/mg
olarak belirlendi. B. vallismortis ve B. mojavensis'ten elde edilen a-amilazlar sirasiyla amonyum siilfat
¢oktiirmesi, diyaliz ve dietilaminoetil (DEAE) seliiloz iyon degistirici kromatografisi ile saflastirildi. o-
Amilazlar B. vallismortis igin 51 kat ve %30 verimle ve B. mojavensis igin 34 kat ve %18 verimle
saflagtirildl. Saflastirilmis a-amilazlarin molekiil agirthg B. vallismortis ve B. mojavensis igin sirasiyla
74 kDa ve 73 kDa olarak saptandi. B. vallismortis'ten elde edilen a-amilaz sirasiyla amonyum siilfat
coktiirmesi, diyaliz ve dietilaminoetil (DEAE) seliilloz iyon degistirici kromatografisi ile saflagtirildi.
Saflastirilmis a-amilazlarin molekiil agirliklari B. vallismortis ve B. mojavensis i¢in sirasiyla 74 kD ve 73
kD olarak bulundu. Saflastirilmis enzimlerin aktivitesi tizerine sicaklik ve sicaklik stabilite, pH ve pH
stabilite, inhibitorler ve metaller etkisi denendi. Bu a-amilazlarin ham misir ve bugday nigastalarina karsi
iyi bir hidroliz orani gosterdigi belirledi. Cozuniir nisasta son hidroliz tiriinleri ince tabaka kromatografisi
(TLC) ile analiz edildi. Hidroliz tiriinlerinde glukoz (G1), maltoz (G2), maltotrioz (G3), maltotetroz (G4)
ve maltooligosakkaritler vardi. Bunlara ilaveten saflagtirilmig a-amilazlarin elma suyu berraklagtirilmasi
ve ev tipi gamasir deterjanlari endistrilerinde kullanimi test edildi.

Anahtar Kelimeler: a-Amilaz, Bacillus mojavensis, Bacillus vallismortis, deterjan, elma suyu
berraklastiriimasi, ham nisasta, ince tabaka kromatografisi (TLC)
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In this study, a novel thermotolerant Bacillus vallismortis and Bacillus mojavensis was isolated
from thermal springs mud sample in Sirnak (Meyremderesi), Turkey. Influences of various parameters
such as incubation time, temperature and pH, carbon and nitrogen sources, various metal ions, agriculture
wates (banana, apple, and orange husk, barley bran, and bean pulp), NaCl concentration, different
surfactants on a-amylases production were examined. The optimum incubation time, temperature and pH
for production of a-amylase was found 36™ 35 °C and 7.0, respectively by B. vallismortis while the
optimum temperature and pH for amylase production was found to be 35°C at pH 6.0 by B. mojavensis.
When compared with control, the amylase production increased approximately 10% in presence of Mn(Il)
and Ca(Il) and 8.2% and 12.4% with Triton-X100 and Tween-20, respectively for B. vallismortis. The
highest a-amylase production was determined as 4282,6 U/mg for B. mojavensis when 0.05% Tween-20
was added to fermentation medium under the optimum conditions. Thermostable a-amylases obtained
from B. vallismortis and B. mojavensis, were purified using 70% ammonium sulfate precipitation,
dialysis, and diethylaminoethyl (DEAE) cellulose ion exchange chromatography, respectively. The a-
amylases were purified with a 51-fold and 30% yield for B. vallismortis and 34-fold and 18% yield for B.
mojavensis, respectively. The molecular masses of purified a-amylases were found as 74 kD and 73 kD
for B. vallismortis and B. mojavensis, respectively. Effect of temperature and temperature stability, pH
and pH stability, inhibitors and some metal ions on purified a-enzymes activity were experimented. It was
revealed good hydrolyzing rate towards to raw starches of corn and wheat for both a-amylases. The end-
yields of soluble starch hydrolysis were analyzed by thin-layer chromatography (TLC). The hydrolysis
products were glucose (G1), maltose (G2), maltotriose (G3), maltotetraose (G4), and
maltooligosaccharides. In addition to these, the usage of purified a-amylases in clarifacation of apple
juice and domestic washing detergents industries were tested.

Key words: a-Amylase, apple juice clarification, detergents, Bacillus mojavensis, Bacillus
vallismortis, raw starch, thin-layer chromatography (TLC)



1. GIRIS
1.1. Biyoteknoloji

Biyoteknoloji; insanlik i¢in yararli iriinlerin elde edilebilmesi amaciyla
biyolojik sistemlerin iiretimi, islenmesi, kontroli ve maniplasyonu olarak
tamimlanabilir. Biyoteknolojik uygulamalarda temel bilimlerin yaninda miihendislik
bilimlerinden de faydalanilmaktadir. Bu uygulamalar; mikrobiyoloji, biyokimya,
molekiiler biyoloji, hiicre biyolojisi, immiinoloji, genetik miihendisligi, protein
miihendisligi ve enzimoloji gibi farkli alanlar1 biinyesinde toplar.

Biyoteknolojinin ¢alisma alanini insanligin temel problemleri olusturur. Protein
iiretimi, temiz enerji kaynaklari, insan sagligin1 koruyucu bilesiklerin iiretilmesi, salgin
hastaliklarla miicadele ve ¢evreye zararli atiklarin bertarafi bu ¢alisma alanlaria 6rnek
olarak verilebilir.

Biyoteknoloji, temel buluslarint kisa zamanda faydali ticari {irlinlere
doniistiirebilmesiyle kendi talebini de olusturabilir. Bu anlamda diger teknolojilerden
ayrilabilir. Omegin, termofilik bir bakteri olan Thermus aquaticus’tan elde edilen bir

enzim olan Taq Polimeraz enzimi PCR’nin 6nemli bir girdisidir (Caphan, 2011).

1.1.1. Biyoteknolojik uygulamalar

e Insan saghigina yonelik olarak proteinlerin tiretilmesi,

e Kanser ve AIDS gibi bir¢ok hastaligin tedavisi ve 6nlenmesinde kullanilacak
genetik Uriinlerin elde edilmesi,

e (Cok wu¢ sartlara sahip ortamlarda (sicak, kurak, tuzlu, vb.) yasayan
organizmalarin enzimlerini ve biyomolekiillerini saflastirarak bunlarm cesitli
endiistrilerde kullanilmasi,

e Bazi metabolik sorunlara ya da bulasici hastaliklara karsi koyacak proteinlerin
iretimi,

e Insanlardaki zararli genlerin elemine edilmesi,

e Bazi hormon, antikor, vitamin ve antibiyotiklerin tiretilmesi,

e Asi, pestisit ve tibbi bitki tiretimi,

e Hasar gormiis beyin hiicrelerinin ve omuriligin onarimi,

e Yeni sebze ve meyve iiretimi,



e Organik atiklar1 metabolize edecek bakterilerin elde edilmesi gibi islemler

biyoteknolojik uygulamalara drnek olarak verilebilir.

1.2. Enzim Biyoteknolojisi

Enzimler; canli hiicreler tarafindan sentez -edilen, kimyasal tepkimelerde
katalizér gorevi yapan, genellikle protein yapisinda olan molekiillerdir. Enzimler
degisiklige ugramadan aktivasyon enerjisini distrirler, tepkimelerin hizin1 ve
ozgilliigiint diizenleyebilirler (Bhat, 2000).

Enzimler uzun zaman o6nce ekmek yapimi, peynir ve alkol tiretimi gibi
biyoteknolojik islemlerde kullanilsa da, 6zelliklerinin anlasilmas: yakin tarihte
olmustur. 1783 yilinda Spallanzani’nin atmaca mide suyunun eti pargaladigini bulmasi,
1811 yilinda Kirchoff'un bugday nisastasinin zamanla dekstrin ve sekerlere
doniistiigiini belirlemesi, 1830 yilinda Robiquet, Boutron ve Chalan’nin amigdalinin ac1
badem tarafindan hidrolize edildigini bulmasi enzim teknolojisi ile ilgili 6nemli adimlar
olmustur (Caliskan, 2011).

Modern enzim teknolojisi, 1874 yilinda Danimarkali kimyager Christian
Hansenin’in tuz ekstraksiyonuyla kurutulmus sigir midelerinden rennet enzimini elde
etmesi ile baslamistir. Bu {iriin, endiistriyel amagla tiretilmis ve saf denilebilecek ilk
enzimdir (Tanyildizi, 2005).

1876°da Kiihne, canli organizmalardan elde edilen fermentler i¢in “enzim”
terimini kullanmastir. 1897'de Eduard Buchner, iginde canli hiicre bulunmayan maya
Oziitiiniin sekeri fermante etme yetenegi oldugunu gostermistir. Enzimlerin hiicre
disinda aktivitesinin gosterilmesinin ardindan bu alandaki g¢alismalar gelistirilerek
devam etmistir.

Endiistriyel uygulamalarda enzim kaynagi olarak bitkisel, hayvansal ve
mikroorganizma kokenli enzimler kullanilabilmektedir. Bugiin endiistriyel alanda
kullanilan ~ enzimler  ¢ogunlukla  mikroorganizmalardan elde  edilmektedir.
Mikroorganizmalarin daha hizli, yiiksek oranda ve yiiksek saflikta iiretilebilmeleri,
liretim maliyetlerinin daha ekonomik olmasi, mikroorganizmalardan elde edilen
enzimlerin daha yiiksek aktiviteye sahip olmasi, daha stabil olmasi ve daha az yan {iriin
olusturmalar1 gibi avantajlart nedeniyle, enzim kaynag: olarak mikroorganizmalar tercih

edilmektedir (Wiseman, 1987; Horikoshi, 1999).



Cesitli endiistrilerde enzimlerin kullanimlari incelendiginde, genis bir kullanim
alanina ve bu alanlarda olduk¢a yiiksek pazar payma sahip olduklar1 goriilmektedir.
Enzimler deterjan sanayinde %37, tekstil sanayinde %12, nisasta endiistrisinde %11,
ekmekgilikte %8, hayvan yemi sanayinde %6 ve toplamda %75’lik pazar payina
sahiptir (Tanyildizi, 2007).

Diinya genelinde, mikroorganizma kaynakli enzimlerin ticari olarak kullanilan
enzimlere orami incelendiginde; alkali proteazlarin %25, diger proteazlarin %21,

amilazlarin %18, reninin %10, tripsinin %3, lipazin %3 ve diger karbonhidrat

par¢alayan enzimlerin %10 oraninda kullamildigi goriilmektedir (Kiran ve
Comlekeioglu, 2003).
Tablo 1.1. Kullanim alanlarina gére biyoteknolojik éneme sahip bazi enzimler
: KATALIZE EDILEN KULLANIM
ENZIM SUBSTRAT REAKSIYON ALANI
Ekmekgilik, bira,
a-Amilaz Nisasta Nisasta—Dekstroz Surubu deterjan,  maltoz
iiretimi
Kitinaz Kitin Kitin—Kitobiyoz .Glda’ kozmetik,
ilag, tarim
Pullulanaz Nisasta Nisasta—Dekstroz Surubu E}hﬂ.(o% surubu
tretimi
Ksilanaz Arabinoksilan Kagit hamuru—Ksilan+Lignin | Kagit endiistrisi
. . . . . Ekmekgilik, bira,
Proteaz Protein Protein—Aminoasit+pepetid deterjan, dericilik
Seliilloz  hidrolizi,
Seliilaz Seliiloz Seliiloz—Glukoz deterjanlarda
polimer bozulma
. 5 . e flag, kozmetik,
Lipaz Kati ve siv1 yag Yag—Yag asidi+Gliserol deri, deterjan, siit
Laktaz Laktoz Laktoz—Glukoz+Galaktoz Siit endiistrisi
Katalaz Hidrojen peroksit | Katalaz—H,0,+H,0 Kauguk endiistrisi

1.3. Nisasta ve Nisasta Endiistrisi

Nisasta; tohumlar, yumrular ve ¢esitli bitkilerde bulunan bir depo polisakkarittir.

Nisasta, dogrusal glukoz monomerlerinin a-1,4 baglari ile olusan amiloz polimeri ile

()



yine glukoz monomerlerinin o-1,4 ve a-1,6 baglarn ile dallanmis bir polimeri olan
amilopektin olmak iizere iki bilesenden olugur (Muralikrishna ve Nirmala, 2005).

Nisasta suda ¢oziinmez graniillerden olugmaktadir ve tiim yiiksek bitkiler i¢in
karbonhidrat depo kaynagidir. Nisastayt meydana getiren graniillerin sekli ve
biiytikliigi bitki tiirlerine gére degismektedir (Maarel ve ark., 2002).

Nisastanin karmasik yapisi nedeniyle oligosakkaritlere, maltoz ve glukoz gibi
daha kiiciik sekerlere yikimi igin uygun enzim kombinasyonlarina ihtiyag duymaktadir
(Bertoldo ve Antranikian, 2002).

Dekstrin, nisastanin a-amilaz enzimi ile hidroliz edilmesiyle olusan kisa
molekiillii ilk triindiir. Coziiniirligi yiiksek, yogun surup kivaminda bir madde olup,
gida sanayinde kivam arttirict dolgu maddesi olarak kullanilmaktadir.

Nigastanin glukoza kadar pargalanmasi, dekstrinler olustuktan sonra, ortama
glikoamilazin eklenmesiyle saglanmaktadir. Olusan glukoz, surup ya da kristal halde
elde edilebilir. Glukoz surubuna glukozizomeraz enzimi eklenmesiyle fruktozlu surup
iiretimi yapilmaktadir. Tatalandirici 6zelligi yiiksek olan fruktoz suruplar:; meyve suyu,
siit, ekmek, pasta ve sekerleme imalati ile konservecilik gibi alanlarda kullanilmaktadir
(Tatar, 2007).

Nisastanin maltoza kadar parcalanmasi, 6nce a-amilaz enzimi ile sivilastirilip,
sonra ortama izoamilaz ve pullulanaz enzimlerinin eklenmesi ile meydana gelmektedir.
Olusan maltoz tatlandirici olarak kullanilmasinin yaninda regel, sekerleme, ekmek ve
bira imalatinda da kullanilmaktadir. Nisastanin pargalanmasi sirasinda maltotetroz y.an
irtin  olarak a¢iga ¢ikmaktadir. Olusan maltotetroz ise nem tutucu olarak
kullanilmaktadir (Tatar, 2007).

Nisasta kolay ulasilabilirligi ve ucuz bir kaynak olmasi ile ekmekgilik, meyve
suyu endiistrisi, yem sanayi, ilag, tekstil, kagit ve deterjan endiistrilerinde

kullanilmaktadir.

1.4. a-Amilaz Enziminin Genel Ozellikleri

Amilazlar, nisasta molekiillerini hidroliz ederek, glukoz iinitelerinden olusan
daha kii¢iik polimerlere par¢alayan enzimlerdir. Bitkisel ve hayvansal kaynaklardan da
elde edilebilen amilazlarin biyoteknolojik kullanimlarinda kaynak olarak daha ¢ok

mikroorganizmalar kullanilmaktadir (Chakraborty ve ark., 2011).



Amilazlar aynm1 zamanda tohum ¢imlenmesi ve olgunlasmasinda 6nemli rol
oynarlar. Cesitli metabolik aktiviteler i¢in seker olusumu ve hayvanlarda nisastanin
sindiriminde etkili olurlar (Muralikrishna ve Nirmala, 2005).

Amilazlarin isimlendirilmesinde farkli yapilar rol oynamaktadir. Ohlsson, 1930
yilinda malttaki hidroliz sonucu olusan sekerleri anomerik yapilarina gére a ve  olarak
simflandirmistir (Gupta ve ark., 2003). Bunun yaninda amilazlar, endo-amilazlar ve
ekzo-amilazlar olarak da gruplandirilabilirler. Endo-amilazlar, nisasta molekiiliin i¢
kismindan a-1,4 baglarim rastgele hidroliz ederler. Bu hidroliz sonunda c¢esitli zincir
uzunluklarinda, dalli ve lineer dizilise sahip oligosakkaritler meydana gelir. Ekzo-
amilazlar, amiloz veya amilopektin dis glukoz birimlerine (indirgen olmayan uglarina)
etki ederek maltoz ve sinir dekstrin veya glukoz olusumunu saglarlar. Sinir dekstrinler
ise; dort ya da daha fazla glukoz iceren dekstrinlerdir, orjinal amilopektin yapismin a-
1,6 glukozid baglarinmi igerdiklerinden, amilazlar bu yapilara etki edemezler ve smir
(limit) dekstrin olarak adlandirilirlar.

Nisastanin enzimatik hidrolizi sonunda meydana gelen {riinler o-optik
konformasyonu gosterdiginden bu enzimlere a-amilazlar denilmektedir. Bunun yaninda
a-amilazlar nisastanin i¢ kismindaki o-1,4 baglarmi katalizledikleri igin endo-
enzimdirler (Ray ve ark., 2008).

Amilazlar; nisasta ve glikojen gibi polisakkaritlerde ve bunlarin yikim
iirtinlerindeki a-1,4 glukozidik baglarini pargalarken, a-1,6 baglarina etki etmezler
(Windish ve Mhatre, 1965). a-Amilazlarin 6zellikleri ve etki mekanizmasi, enzimin
kaynagma gore farklilik gosterebilir. Amilozun o-amilazlar ile katalizi sonucunda
maltotrioz ve maltoz meydana gelir. Amilopektinin katalizi sonucu ise a-limit

dekstrinler, glukoz ve maltoz meydana gelir (Fogarty, 1983; Tanyildizi, 2005).



(Glul (-4)-giukoz)
°*CH>0H

®CH>0OH

Amiloz
(Glul (1-4)-glukoz)

“CH->OH °CH>0OH
O

Dallanma Noktass
(Glul (1-6)-glukoz)

E
H
Amilopektin

Sekil 1.1. Amiloz ve amilopektin yapilari ( Ghanbarzadeh ve Almasi, 2013)

- . MALTOTETROZ

/‘) MALTOTRIOZ

b .
R od
n
o AALTOPENTOZ
—
= M
= r )Q :

MALTOHEKSOZ

Sekil 1.2. Amilazin nigastay1 hidrolizi sonucunda olusan tiriinler (Url-1)

B
E
:
T




1.5. a-Amilaz Enziminin Biyoteknolojik Kullanim Alanlari

Nisastanin kullanildigi endiistrilerde a-amilazlar biiylik 6neme sahip hidrolitik
enzimlerdir. a-Amilazlar 6zellikle gida, deterjan, tekstil, ilag ve kagit endiistrilerinde
kullanilmakta olup, bu enzimin Dbaslica kaynaklarini  mikroorganizmalar
olusturmaktadir.

Mikrobiyal amilazlar bugiin, nisasta isleme endiistrisinde kimyasal hidrolizin
yeri tamamen almig durumdadir. Giiniimiizde amilazlar, enzimler arasinda diinya

genelinde biiyiik bir pazar payina sahiptirler (Gupta ve ark., 2003).

1.5.1. a-Amilazlarim ekmekcilikte kullanimi

Enzimler, daha kaliteli triin elde etmek amaciyla, ekmek endiistrisinde
yiizyillardan beri kullanilmaktadir. a-Amilazlar fermantasyonun uyarilmasini, ekmegin
daha hacimli olmasini, ekmek iginin daha yumusak olmasini, renginin daha giizel
goriinmesini, kabugunun daha iyi kizarmasimt ve raf Omriiniin uzamasini

sagladiklarindan bu endiistride olduk¢a 6nemlidirler (Dagasan, 1997).

1.5.2. a-Amilazlarin deterjan sanayinde kullanimi

Amilazlar deterjan sanayinde hem bulasitk hem de c¢amasir deterjanlar
sektoriinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Nisasta lekeleri igeren kiyafetler ve yemek
arag gereglerinin temizlenmesinde amilazlarin kullanilmasi bu lekelerin giderilebilmesi
i¢in gereklidir.

Ik otomatik bulasik makinesi deterjanlar1 ahsap ve porselen malzemelere zarar
veritken bu sorunun ¢Oziimii o-amilaz enziminin deterjanlarda kullanimiyla
saglanmistir. Bunun yaninda enzim serbest deterjanlarla ¢ok daha ilimli kosullar
olusturmakta ve yikama sicakliginin diistirilmesini de saglamaktadir (Gupta ve ark.,
2003).

a-Amilazlar toz deterjanlarda 1975’ten bu yana kullanilmaktadir. Giiniimiizde
bulasik ve camasir deterjanlarinin biiyiik bir boélimiinde termostabil a-amilazlar
kullanilmaktadir. Stvi deterjanlarin  yaklasik  %90°lik  bir kisminda o-amilazlar
kullanilmakta olup bu enzimin talebi ve kullanimi giin gegtikge artmaktadir (Gupta ve

ark., 2003).



1.5.3. a-Amilazlarin tekstil sanayinde kullanimi

Tekstil endiistrisinde iplikler, saglam ve diizgiin olmalar1 i¢in kolay ¢ikarilabilir,
ucuz ve kolaylikla temin edilebilen ¢6zelti halindeki nisastalarla isleme tutulurlar. Bu
isleme hasillama denilmekte olup, dokuma islemi yapildiktan sonra fazla nisastanin geri
alinmasi i¢in, nisastaya se¢ici ve ipliklere zarar vermeyen o-amilaz enzimi

kullanilmaktadir (Tarak¢ioglu, 1979).

1.5.4. a-Amilazlarmm saghk alaninda kullanimi

Amilazlar insan viicudunda tiikriik bezleri ve pankreastan sentezlenmektedirler.
Laboratuvar analizlerinde, amilaz degerlerine bakilarak bazi hastaliklarin teshis
edilmesi kolaylagsmaktadir. Ornegin akut pankreatit durumunda amilaz degerinin
yiikseldigi goriilmektedir. Akut bobrek yetmezligi olan hastalarda ise bu deger normal
degerlerin ¢ok tizerine ¢ikmaktadir. Bunun yaninda kalp krizi, akut alkol zehirlenmesi,
perfore peptik ilser, diyabetik ketoasidoz ve bazi tiikriik bezi hastaliklarinda amilaz
degerlerindé farkhhklar olﬁsmakta ve b;ma bagli teshisler konulabilmektedir

(Tokullugil ve ark., 1998).

1.5.5. a-Amilazlarin kagit sanayinde kullanimi

Amilazlar, kagit hamuru ve kagit tirtinleri sektoriinde kagidin dayanikliligimi
arttirmak ve tozlasmanin 6nlenmesi amaciyla kullamlmaktadirlar. Amilazlarla kagit
driinlerinin muamelesi ayni zamanda kagidin silinebilirligini de arttirmaktadir. Bu
amagcla genellikle misir ve patates nisastalar1 kullanilmaktadir. Dogal nisasta ¢ozeltileri
yiiksek vizkoziteli olduklarindan bu vizkozitenin diisiiriilmesi amaciyla amilaz enzimi

kullanilmaktadir.

1.5.6. a-Amilazlarm meyve suyu sanayinde kullanimi

a-Amilazlarin meyve suyu sanayinde de kullamim alanlari bulunmaktadir.
Meyve suyu Uretimi i¢in kullanilacak meyveler tam olgunlagsmadan toplanildiginda, bu
meyvelerin icerigindeki nisasta, meyve sularinda tiiketiciler tarafindan istenmeyen
bulantk bir goriintii olusturmaktadir. Meyve suyu iiretimi asamasinda o-amilaz ilave

edilmesiyle bu bulanikligin giderilmesi saglanmaktadir.
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1.5.7. a-Amilazlarin yem sanayinde kullanimi

Kiimes hayvanlarinin beslenmesinde ©nemli yer tutan misir yemlerinin
sindirimini kolaylastirmak amaciyla a-amilazlar kullanilabilmektedirler. Bunun yaninda
siitten yeni kesilmis biiyiikbas hayvanlarin yemlerinde de katki maddesi olarak a-

amilazlar kullanilmaktadirlar (Aiyer, 2005; Aehle, 2007).

1.6. Bacillus Cinsi

Bilimsel simiflandirmada; Eubacteria alemi, Firmicutes subesi, Bacilli simfi,
Bacillales takimi, Bacillaceae familyasina ait Bacillus’lar, sporlu, gram pozitif, gubuk
sekilli ve bazen uzun zincirler olusturabilen aerobik bakterilerdir.

Sicak, soguk ve kuru ortamlara dayanikli olduklar igin yeryiiziinde genis bir
alanda yasayabilmektedirler. Toprakta, suda, jeotermal ¢amur ve su orneklerinde
bulunabilmektedirler.

Herhangi bir karbon kaynagi i¢eren tanimli ortamlarda oldukga iyi gelisirler.
Birgok bé{sil, riirettikleriv hiicre dlsi eniimler deesinde pbli‘sakkarit, niikleik asit, lipid
gibi kompleks polimerleri yikarak, bunlar1 karbon kaynagi ve elektron vericisi olarak
kullanabilmektedir. Basillerin ¢ogu basitrasin, polimiksin, tirosidin, gramisidin ve
sirkulin gibi antibiyotikler iretirler. Birgok durumda bu antibiyotikler, kiiltiiriin
durgunluk fazina girmesi ve sporlanmaya baslamasi sirasinda salinir (Madigan ve
Martinko, 2012).

Bacillus cinsleri, termostabil 6zellikte enzim tirettikleri i¢cin bu bakterilerin
endiistriyel 6nemleri bulunmaktadir. Bu enzimler amilaz, proteaz ve riboniikleaz gibi
enzimler olup; tekstil, gida, deterjan, kagit ve ila¢ sanayilerinde yaygin kullanim

alanlar1 bulmaktadirlar (Arikan ve ark., 2003; Bolton ve ark., 1997).

1.6.1. Bacillus mojavensis ve Bacillus vallismortis

Roberts ve arkadaglari ABD’nin Kaliforniya Eyaleti siirlar i¢erisinde bulunan
Mojave Coli'nden elde ettikleri toprak orneklerinden izole ettikleri Bacillus cinsi
mojavensis ve vallismortis turi bakterileri literatiire eklemislerdir. Bu bakteriler
isimlerini bu ¢6l ve bu ¢6liin bir kismim kapsayan Death Valley (Oliim Vadisi)’den
almislardir. Bu bolge yaklasik olarak deniz seviyesinin 86 metre altinda bulunmaktadir

ve Kuzey Amerika’nin en sicak ve kurak bolgesidir.

O



Bacillus vallismortis, en yakin Bacillus tirii olan Bacillus subtilis’ten DNA
dizisindeki farkliliklar ile kolayca ayirt edilebilir. B. subtilis, B. mojavensis, B.
atrophacus, B. amyloliquefaciens ve B. lichenoformis genomik melezlesme verileri ile
ayirt edilebilirler. Bu tiirler ortak genler i¢in belirgin DNA dizisi kiimeleri olustururlar
ve bu dizilerin uzaklastiriimasi sonucunda bu tiirlerin arasindaki doniisiim seviyelerinin
diisiik oldugu gozlenir. Bununla birlikte bu tiirler arasindaki dizi farkliliklar1 ¢ok az
fenotipik farkliliklar olusturur. B. subtilis’in B. atrophaeus’tan yalnizca pigmentasyon
ile fenotipik ayrimi yapilabilir (Roberts ve ark., 1996). Bacillus mojavensis, Bacillus
subtilis’ten yag asidi kompozisyonu, direng farkliliklari ve DNA dizi farkliliklariyla
ayirt edilebilir (Roberts ve ark., 1996).
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2. LITERATUR ARASTIRMASI

Babu ve Satyanarayana (1994), Bacillus coagulans B49°dan kati faz
fermantasyonu (SSF) teknigiyle ekstraselliiler termostabil a-amilaz tretimi {izerine
caligsmiglardir. Musluk suyuyla nemlendirilmis bugday kepeginden énemli miktarlarda
amilaz tretimini 22707 (U/g kuru bakteriyel kepek)/tuz solisyonu (25692 U) olarak
bildirmiglerdir. SSF kosullarinin optimizasyonu ile enzim iretiminde Onemli
iyilestirmeler saglandigini bildirmislerdir (6700 U). Kiltiir ortami ve kosullarina
dayanarak a-amilaz tiretim fazindaki degisiklikleri gézlemlemisler (72 saatte25000 U
flask; reaktor 48 saatte 26350 U) ve kosullari (duragan flask 72 saatte 24946 U;
calkalamali flask 48 saatte 25263 U) bildirmislerdir. En yiikksek enzim tretiminin
havalandirmali reaktorde tespit etmislerdir. SSF’de yiiksek glukoz konsantrasyonunda
katabolik baskilanmanin varliginin belli olmadigini bildirmislerdir. Biiyiik tanklardaki
mikroorganizma {iretiminde 96 saatte enzim uretimini 17515 {inite olarak elde
etmislerdir.

Mc‘Tigtxle ve ark. (1995), alkalofilik Bacillus sp. IMD 370’den saflastirilmig
amilaz enziminin maksimum aktivitesini pH 10.0 ve 40 °C olarak tespit etmislerdir.
[zoelektrik noktasmi 4.9 olarak gostermislerdir. Bagil molekiil kiitlesini SDS-PAGE ile
159.000 olarak bulmusglar ve ImM etilendiamintetraasetik asit (EDTA) tarafindan %47
oraninda inhibe edildigini bildirmislerdir. Bacillus sp. IMD 370 amilazinin etki
mekanizmasi ve alisilagelmis amilolitik enzim siniflandirmasina uymadigindan dolay:
diger amilazlardan farkli oldugunu belirtmislerdir.

Swamy ve Seenayya (1996), Clostridium thermosulfurogenes SV9’dan elde
ettikleri pullulanaz ve o-amilazi uygun gevresel kosullar, degisik azot ve karbon
kaynaklar1 kullanarak optimize etmislerdir. Pullulanaz ve o-amilaz i¢in optimum
sicakligr ve pH degerlerini sirastyla 60 °C ve 7.0 olarak tespit etmislerdir. En yiiksek
oranda pullulanaz ve a-amilaz iiretimini stel tireme fazinin sonunda (12 saat) elde
etmislerdir. Peptonlu maya ekstraktinin (PYE) pullulanaz ve a-amilaz enzimleri i¢in en
uygun azot kaynagi oldugunu ifade etmislerdir. PYE’li ortama vitamin ve mineral
takviyesi yapilarak pullulanaz (0-64 U/ml) ve a-amilaz (0-40 U/ml) {retiminin
arttirtldigini bildirmiglerdir. En yiiksek miktarda pullulanazin; substrat olarak patates
nisastasinin bulundugu ortamda, a-amilazin ise substrat olarak bugday nisastasinin

bulundugu ortamda tiretildigini tespit etmislerdir.



Hamilton ve ark. (1999), Bacillus sp. IMD 435’den islenmemis nisasta
parcalayan fakat islenmis nigasta adsorblayan a-amilaz {iretmislerdir. En yiiksek amilaz
verimini, karbon kaynagi olarak laktozun (%4, w/v) ve azot kaynagi olarak maya
ekstraktinin (%2, w/v) bulundugu ortamda elde etmislerdir. En yiiksek amilaz verimine
laktozlu ortamda ulasilmasina ragmen, biyokiitle seviyesinin dikkat ¢ekecek sekilde
nisasta ve [3-siklodekstrin bulunan ortamda daha az oldugunu gézlemlemislerdir. Enzimi
a-Siklodekstrin (SD) Sefaros 6B kolon yontemini kullanarak tek basamakta elde
etmisler ve enzimin molekiil agirligi 63000 dalton, maksimum aktivitesinin pH 6.0 ve
65 °C’de oldugunu bildirmislerdir. Co6ziinebilir nisasta ve ham misir nisastasinin
hidrolizi sonucu son tiriin olarak glukoz ve maltoz ortaya ¢iktigini bildirmislerdir.

Mamo ve Gessesse (1999), termofilik Bacillus susu WN11’den Amyl ve Amyll
olmak tizere iki ¢esit o-amilaz saflastirmiglardir. Amyl ve Amyll’nin molekiil
agirliklarini sirasiyla, 76 ve 53 kDa olarak hesaplamiglardir. Bu iki amilazin da patates
ve muisir nigastasi graniillerine tamamen tutunduklarini bildirmislerdir. Ham nisastanin
bulundugu ortamda, enzim dozunun 1 U/mg ve inkiibasyon sicakliginin 60 °C olarak
ayarlandiginda, Amyl i¢in patates ve misir nisastalarinin hidroliz yiizdelerini sirasiyla
%77 ve %44, Amyll i¢in ise %82 ve %37 olarak elde etmislerdir. Optimum aktivite
sicakligini iki enzim i¢in de 75-80 °C ve 80 °C’de 4 saat inkiibasyon sonunda enzimin
orijinal aktivitesini yaklasik olarak %50 korudugunu bildirmislerdir. ki enzimin
optimum pH’smm1 5.5 olarak bulmuslar ve pH 5.5-9.0 araliginda stabilitesini
gostermislerdir. Bu enzimlerin akivitelerinin Hg+2, Cu™ ve Fe varliginda inhibe
edildigini fakat Zn™ mevcudiyetinde inhibisyonun meydana gelmedigini tespit
etmislerdir.

Cordeiro ve ark. (2002), termofilik Bacillus sp SMIA-2’den a-amilaz enziminin
tiretimini ve karakterizasyonunu gergeklestirmislerdir. Maksimum amilaz #retimine
¢Oziinebilir nisasta igeren kiiltiir ortaminda ve 48. saatte ulasmislardir. Enzimin pH 7.5
ve 70 °C sicaklikta maksimum aktivite gosterdigini belirtmislerdir. 50 °C’de 2 saat
sonunda enzimin stabil kaldigini1 ve 60 °C, 70 °C ve 90 °C’de aktivitesini sirasiyla %4,
%13 ve %38’ini kaybettigini tespit etmislerdir. Enzimin orijinal aktivitesinin Co'?, Cu™
ve Ba™ tarafindan giiclii bir sekilde inhibe edildigini, Ca™, Mg™ Ni', Sr'* ve
Mn > dan daha az etkilendigini saptamislardir.

Beg ve Gupta (2003), Bacillus mojavensis bakterisinden ekstraselliler tiol-
bagimli ve oksidasyona karsi stabil olan alkali serin proteaz enziminin pH 10.5 ve 60 °C

sicaklikta optimum stabilite sergiledigini ve ayrica pH 7.0-11.5 gibi genis bir aralikta 48
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saat siire stabil kaldigini tespit etmislerdir. Proteazin 60, 65 ve 70 °C'deki yarilanma
omirlerini sirastyla 150, 15 ve 7 dakika olarak hesaplamiglardir.

Haq ve ark. (2003), Bacillus licheniformis bakterisinden alfa amilaz {iretimine
yonelik yeni bir ortamin se¢imini ¢alismiglardir. Bugday kepegi, aycicegi unu, pamuk
cekirdegi unu, soya fasulyesi unu ve piring kepegi gibi farkli tarimsal yan trtinleri alfa
amilaz tiretimi i¢in test etmislerdir. Farkli tarimsal yan iirtinlerin degerlendirilmesinde,
alfa amilaz {iretimi i¢in bugday kepeginin en uygun ortam oldugunu bildirmislerdir.
%1’lik ¢Ozlinebilir nisasta ile dar1 nisastas1 yer degistirildiginde ve besiyeri
konsantrasyonlar1 %0.5 seviyesine disiiriildiigii zaman bile iiretimin 2 kat arttigini tespit
etmislerdir. Yeni olusturulan fermantasyon ortaminin (agirlik/hacim olarak %) bugday
kepegi (1.25), besin sivist (0.5), dart nisastast (1.0), laktoz (0.5), NaCl 100 ml fosfat
tamponu igerisinde 0.2 CaCl, ihtiva ettigini bildirmislerdir.

Konsula ve Liakopoulou-Kyriakides (2004), taze koyun siitiinden izole ettikleri
tlimli termofilik Bacillus subtilis susunu ekstraselliiler termostabil a-amilaz {iretiminde
kullanmislardir. En yiiksek amilaz liretimini, diisiik nisasta konsantrasyonlarini-igeren
ortamda 40 °C’de elde etmislerdir. Enzimin 135 °C ve pH 6.5 degerinde en yiiksek
aktivite goOsterdigini ve termostabilitenin kalsiyum ya da nisasta varliginda
gelistirildigini bildirmislerdir. Bu termostabil a-amilazi ¢esitli nisastalarin hidrolizinde
kullanmiglardir. Amonyum siilfat ham enzim preparati, hiicre olmayan siipernatanttaki
gibi test edilen nisastay1 pargaladigini bildirmislerdir. Enzim kaynagi olarak temiz
stipernatant kullaniminin hidroliz maliyetlerini diigtirecegi i¢in son derece avantajli
oldugunu ifade etmislerdir. Reaksiyon sicakliginin 70 °C’ye c¢ikarilmasiyla tiim
substratlarin yiiksek hidroliz oranlari sergiledigini gostermislerdir. Tiim sicakliklarda
patates nisastasinin hidrolizinin diger nisastalara gore daha yiiksek oranda indirgen
seker meydana getirdigini belirtmislerdir. Indirgenmis sekerlerin meydana gelmesinde
¢cozlinebilir nisasta ve piring nisastasin ikinci ve fUglinct sirada yer aldiklarini
bildirmislerdir. Calisilan a-amilazin, misir ve yulaf nisastasina karsi oldukga diisiik
afinite gosterdigini belirtmislerdir.

Goyal ve ark. (2005), dogal toprak orneklerinden izole ettikleri Bacillus sp. 1-
3’tin patates nisastasina karsi yiiksek parcalama aktivitesi gosterdigini bildirmislerdir.
Cesitli kiiltiir ve cevresel ortamlarin optimizasyonu sonucunda o-amilaz verimini 642
U/mL olarak tespit etmislerdir. Kismen saflastirilmis enzimin karakterizasyonunda, en
yiiksek aktivitesinin 70 °C ve pH 7.0 ortaminda oldugunu ve 10 mM CaCl,.2H,0

ortaminda yiiksek termostabilite gosterdigini tespit etmislerdir. 10 mM CaCl,.2H,0O



ortaminda enzimin 70 °C’de 3.5 saat boyunca aktivitesini %90’dan fazla
koruyabildigini gostermislerdir. Enzimin en yiiksek aktivitesini (2.5), (0.5) ve (0.5) saat
sonunda 80, 90 ve 100 °C’lerde sirasiyla %80, %59 ve %26 korudugunu bildirmislerdir.
Enzim preparatinin nisasta graniillerine karsi yiiksek afiniteye sahip oldufunu ve
tamamiyla enzim tarafindan adsorbe edildigini tespit etmislerdir. Enzimin islenmemis
patates nisastasini 12 saat gibi kisa bir stirede %12.5’lik oranda hidroliz ettigini
bildirmislerdir.

Kunamneni ve ark. (2005), termofilik mantar Thermomyces Ilanuginosus
tarafindan kati-faz fermantasyon (SSF) teknigi ile hiicre dist amilaz {iretimini
calismiglardir. Enzim {retimi i¢in kati substrat olarak bugday kepegi, melas kepegi,
piring kepegi, bugday taneleri, giitiilmiis misir, misir kogan1 ve Ogiitiilmiis bugday
orneklerini  kullanilmiglardir. En yiiksek enzim aktivitesini bugday kepeginde,
inkiibasyon sicakligi 50 °C, baslangi¢ nem oran1 %90, pH (6.0), ekim oran1 %10 (v/w),

tuz konsantrasyonu 1.5/10 (v/w), substrat agirhgmnin flask hacme orani 1:100 ile ek

. olarak c¢oziinebilir nisasta (%1 w/w) ve pepton (%1 w/w) olacak sekilde 120 saat .

inkiibasyon sonunda 534 U/g olarak elde etmislerdir.

Najafi ve ark. (2005), hiicre dist a-amilaz tireten Bacillus subtilis AX20yi
topraktan izole etmislerdir. Mikroorganizmanin tanimlanmasini biyokimyasal testlerin
yani sira 16S rDNA dizileme ile gergeklestirmislerdir. En yiiksek amilaz aktivitesini (38
U/mL) kiiltiiriin 37 °C'de iiretilmesi ile birlikte duragan faz asamasinda tespit
etmislerdir. Enzim %24.2 geri kazamimi ile homojen hale getirmis ve 4133 U/mg
spesifik aktivite elde etmislerdir. Dogal proteinin SDS-PAGE ile yapilan analizinde,
molekiiler biiyiikliigii 78 kDa olan ve 149 kDa'luk homodimer polipeptidi olusturan bir
molekiil gozlemlemislerdir. Amilazin en iyi pH 6.0’da ve 55 °C’de aktivite gosterdigini
belirtmislerdir. Enzimin Hg™?, Ag™ ve Cu'™ ile inhibe edildigini tespit etmisler ve higbir
metal iyonlarina gereklilik gériilmedigini bildirmislerdir. Enzim, EDTA veya EGTA ile
inhibe edilmedigini, bunun i¢in bu enzimin bir metaloenzim olmadigini ifade
etmislerdir. Kullanilan musir nisastasi ve ¢oziiniir nigastanin son iriinlerinin glukoz
(%70-75) ve maltoz (%20-25) oldugunu tespit etmislerdir. Analiz sonucundaki mavi
degerin ve son riinlerin hizli sekilde azalmasi amilaz i¢in endo modunun oldugunu
gosterdigini ifade etmislerdir. Saflastirllmis amilazin endiistriyel uygulamalar i¢in
kullamsh ve dikkat cekici dzellikler gosterdigini bildirmislerdir.

Behal ve ark. (2006), Bacillus sp. AB 04'ten elde ettikleri alkali o-amilaz

enziminin karakterizasyonu iizerine ¢calismislardir. Alkali a-amilaz tiretimini %1 fruktoz
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ve %Il et oziitii igeren besiyeri ortaminda gergeklestirmislerdir. Enzimin optimum
sicakligimi 40 °C olarak belirleyip 50 °C ile 80 °C arasinda stabil oldugunu tespit
etmislerdir. Enzim i¢in optimum pH’y1 8.0 olarak bulmus, pH 7.0 ile 10.0 arasinda
stabil oldugunu belirlemislerdir. Ca' ve Co* iyonlarmin enzim aktivitesini giiclii bir

oranda arttigini tespit etmislerdir.

Asgher ve ark. (2007), termofilik Bacillus subtilis JS-2004’ten temostabil o-
amilaz enzimi {retimini ve Kkarakterizasyonunu gergeklestirmislerdir. Bakteri
inkiibasyon siiresini 48 saat, sicakligi 50 °C ve pH’y1 7.0 olarak tespit etmislerdir.
Bakterinin iiredigi ortama Ca™, maya oziitii ve glukoz ilave ederek bu maddelerin
bakterinin iiremesine ve enzim iiretimine olan etkilerini aragtirmislardir. Maksimum
enzim iretimini 72 U/mL olarak 48. saatte pH 7.0 ve 50 °C’de elde etmislerdir.
Enzimin optimum pH’sin1 8.0, optimum sicakligimi da 70 °C olarak belirlemislerdir.
Ca'*un enzim aktivitesi iizerinde iyi bir aktivatér oldugunu, Co™, Cu™ ve Hg"
tarafindan enzimin gii¢li bir sekilde inhibe edildigini, Mg*, Zn*, Fe?, Mn*? ve Ni*?
iyoniarindan enzimin daha az etkilendigini bildirmislerdir.

Saxena ve ark. (2007), yiiksek termostabil amilaz treten Bacillus sp. PN5’i
topraktan izole etmisler ve (%) 0.6 nisasta, 0.5 pepton, 0.3 maya ekstrakti iceren ve 7.0
pH ortaminda 60 °C’de 60 saat inkiibasyon sonunda amilaz {iretimini 65.23 U mL™"
olarak elde etmislerdir. En yiiksek amilaz aktivitesini pH 10.0 ve 90 °C’de tespit
etmislerdir. Enzimin pH 10.0°’da 1 saat sonunda aktivitesini %80 korudugunu
bildirmislerdir. Enzimin 1 saat sonunda 105 °C’de %65 aktiviteye, 80-100 °C
arasindaki sicakliklarda %100 stabiliteye sahip oldugunu saptamislardir. Bununla
birlikte sodyum dodesil siilfat ile 1 saat inkiibe edildikten sonra %86 stabilite
gosterdigini tespit etmislerdir. Bu dzellikleri ile enzimin nigasta sekerlendirilmesinde ve
deterjan formiilasyonunda kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Hmidet ve ark. (2008), Bacillus licheniformis’ten izole ettikleri 1s1ya dayanikli
a-amilazi saflastirip, karakterize etmis, a-amilaz genini izole edip, sekanslayarak
Escherichia coli BL21°de eksprese etmiglerdir. BLA.NH1 enzimini %40-60 amonyum
siilfat ¢oktiirmesi, Sefadeks G-100 jel filtrasyonu ve Sefaroz mono QQ anyon degistirme
kromotogrofisi ile homojenize etmis, spesifik aktivitesinde 3.08 kat artis ve %15.9 geri
doniisiim ile elde etmislerdir. BLA.NH1’in molekiil agirligint sodyum dodesil siilfat-
poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ve jel filtrasyonuyla 58 kDa olarak

hesaplamiglardir. Enzimin pH 5.0-10.0 araliginda yiiksek oranda aktivite gosterdigini



bildirmislerdir. pH 5.0, 9.0 ve 10.0’daki aktivitelerini yaklasik olarak sirasiyla %89,
%96.6 ve %90 olarak elde etmislerdir. Saflagtirilmis enzimin optimum sicakligini 90 °C
olarak bulmuslardir. BLA.NHI enziminin EDTA’ya karst duyarli oldugunu fakat Ca*?
iyonlarinin varhiginda aktivitesinin tetiklenmedigini bildirmislerdir. Saflastirilmis
enzimin surfaktanlara (SDS, Twin-20 ve Triton X-100) kars1 son derece yiiksek stabilite
gosterdigini ve ticari olarak kati ve sivi deterjanlarla 40 °C’de miikkemmel uyum
sagladigini belirterek deterjan endiistrisinde potansiyel uygulamalarinin olabilecegini
bildirmislerdir. Bununla birlikte enzimin oksidatif ajanlara karsi oldukga stabil
oldugunu gostererek, %1°lik sodyum perborat (w/v) ile 1 saat inkiibasyon sonunda
aktivitesini %57 oraninda korudugunu tespit etmislerdir.

Liu ve Xu (2008), yeni izole edilmis Bacillus sp. YX-1’den elde ettikleri yeni bir
ham nisasta pargalayici oa-amilazin saflastirilmasini ve karakterizasyonunu rapor
etmislerdir. En yiiksek a-amilaz aktivitesini (53 U mL™) 45 °C’de 44 saat inkiibasyon
sonunda elde etmislerdir. Enzimi amonyum siilfat ile ¢oktiirme, iyon degistirme ve jel
filtrasyon kromotografisi ile saflastirmig ve molekiil agirhigint SDS-PAGE ile 56 kDa
olarak tespit etmislerdir. Enzimin pH 4.5-11.0 gibi genis bir aralikta aktivite
gosterdigini ve optimum aktiviteyi pH 5.0’da ve 40-50 °C’de gosterdigini
bildirmislerdir. Enzimin pH 5.0°da %20 konsantrasyonlardaki ¢esitli ham musir
nisastalarimi gii¢lii bir sekilde hidrolize ettigini bildirerek, nisasta endiistrisinde 12
saatlik bir periyotta kullanilabilecegini ifade etmislerdir. Enzimin kismi aminoasit
dizilerinin analizini yaparak farkli bir a-amilaz oldugunu agiklamislardir.

Mukherjee ve ark. (2009), Bacillus subtilis DM-03’den a-amilaz tretimi igin
kati-faz fermantasyon teknigi (SSF) ile bazi tarim-sanayi atiklarini kullanmislar ve
patates kabugunun a-amilaz iiretimi i¢in en iyi substrat oldugunu ortaya koymuslardir.
Lineer multiple regresyon analizine gére mayalanabilir {irtiniin nisasta igerigi yiiksek ise
a-amilaz sentezinin arttigini tespit etmislerdir. Yiiksek seker oranli substratin enzim
sentezindeki katabolik baskisindan dolay1r negatif etki olusturdugunu bildirmislerdir.
Ayrica, substratin C/N  oranmin a-amilaz sentezinin uyarilmasinda 6nemli rol
oynadigini gostermislerdir. Batik fermantasyon sonuglarina gore Bacillus subtilis DM-
03’{in 72 saat inkiibe edildigi optimum kosullardaki kati-faz fermantasyonunda (SSF), 1
gram kuru substrattan 532+5 U irettigini bildirmislerdir. Bacillus subtilis DM-03’den
elde edilen a-amilazin camasir deterjanlarina karst oldukga yiiksek bir direng ve uyum

gosterdigini bildirmislerdir.
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Ozdemir ve ark. (2009), Kati-hal fermantasyon teknigi ile (SSF) Bacillus
subtilis’ten ekstraselliiler amilaz iiretimini ¢alismiglardir. En yiiksek amilaz {iretimi i¢in
islem parametrelerini sirayla optimize etmislerdir. Amilaz {retimi i¢in muz kabugu,
karpuz kabugu, mercimek kepegi, bugday kepegi, kavun kabugu, farkli inkiibasyon
stireleri (24-144 saat), pargacik biiyiikligi (500-2500), substratin baglangi¢c nem
konsantrasyonu (hacim bagina kiitleye gére %40-70), inokiilasyon biiytikligii (hacim
basina kiitleye gére %10-60) ve inokiilasyon konsantrasyonu (hacim bagma kiitleye
gore %10-60) gibi parametreleri test etmislerdir. En yiiksek amilaz Gretimini (4857
U/mg) baslangi¢ nem orani %60, ekim miktar1 %30, kat1 substart olarak muz kabugu ve
%] nisasta mevcudiyetinde 37 °C’de 72 saat fermantasyon sonucunda elde etmislerdir.

Poli ve ark. (2009), alt1 termofilik ekstremofil (4noxybacillus amylolyticus,
Geobacillus thermoleovorans, Geobacillus thermoleovorans alttiir stromboliensis,
Geobacillus toebii alttiir decanicus, Bacillus thermantarcticus ve Thermus oshimai)
bakterileri farkli ¢evrelerden izole etmis ve agir metal direnglerini incelemislerdir. Agir
. metallerin- mikroorganizmalarin gelismesi iizerine etkilerini 0.01-20. mM’1 kapsayan -
konsantrasyonlarda gesitli iz metaller (Ni*?, Zn*?, Co™, Hg", Mn*, Cr*®, Cu?, Fe* ve
Cd*?) ile fermente tanklarda gozlemlemislerdir. Metal toksisitesinin tiire ve kullanilan
metale bagl olarak degiskenlik gosterdigini tespit etmiglerdir. Test edilen
mikroorganizmalarin arasinda o-amilaz iireten A. amylolyticus bakterisi tlizerinde
yogunlagmislardir. Bu asidotermofilik bakteriyi Antartika’da bulunan Rittmann
Daglari’'ndaki jeotermal topraklardan izole etmislerdir. Bu ylizden 4. amylolyticus
bakterisinde o-amilaz biyosentezi ve aktivitesi tlizerine agir metallerin etkisini
arastirmislardir. Bakteriler agir metallerin bulundugu ortamlarda gelistirildiklerinde a-
amilaz iretiminde azalmanin oldugu buna bagli olarak da o-amilaz aktivitesinde de
azalma oldugunu bildirmislerdir. Bu durumun metallerin enzim biyosentezi iizerine etki
ettiklerini gostermekte oldugunu belirtmiglerdir. Deneyin yapildig: siire zarfinda da agir
metallerin mevcudiyeti ile birlikte enzim aktivitesinde bir azalmanmn oldugunu
kaydetmislerdir. Boylece, bakterilerdeki a-amilaz miktarindaki azalmanin agir metalleri
tespit etmek i¢in olasi ve hassas bir biyolojik tayin yontemi olarak kullamlabilecegini
bildirmislerdir.

Prakash ve ark. (2009), halofilik bakteri susu Chromohalobacter sp. TVSP 101
susundan hiicre disi, halotolerant, alkali-stabil ve ilimli termofilik o-amilaz tiretimini
bildirmislerdir. Daha fazla amilaz tiretimi i¢in pH, NaCl, sicaklik ve substrat diizeylerini

ayarlayarak, amilaz tiretimi igin optimize etmislerdir. En yiiksek amilaz Giretimini %20
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NaCl ya da %15 KCI, pH 9.0 ve 37 °C’de, %0.5 piring unu ve tripton ortaminda tespit
etmislerdir. 50 mM CaCl,’iin ortama eklenmesinin amilaz tretimini %29 arttirdigini
bildirmislerdir. Ortamdan saflastirdiklart amilaz I ve amilaz II enzimlerinin molekiil
agirliklarint sirasiyla 72 kDa ve 62 kDA olarak bulmuslardir. Iki enzimin de en yiiksek
aktiviteye sahip oldugu ortami pH 9.0, sicaklik 65 °C ve %0-20 (w/v) NaCl varliginda
tespit etmislerdir. Fakat amilaz I’in NaCl olmayan ortamda amilaz II’den daha stabil
oldugunu belirtmislerdir. Enzimlerin karbonhidrati hidrolize edip, son iiriin olarak
ortamda maltotetroz, maltotrioz, maltoz ve glukoz olusturdugunu bildirmislerdir.

Asoodeh ve ark. (2010), yeni izole ettikleri Bacillus sp. ferdowsicou'dan elde
ettikleri asidofil a-amilazi saflastirip karakterize etmislerdir. Enzimin molekiiler
biiyiikliigiinii 53 kDa olarak belirlemigler, pH 3.5-7.0 degerleri arasinda stabil ve
optimum pH'nin 4.5 civarinda oldugunu saptamislardir. Enzim optimum sicakligmin 70
°C civarinda ve aktivitesinin 75 °C'de 45 dakikalik inkiibasyon sonunda %75'den fazla
korundugunu tespit etmislerdir. Enzim aktivitesinin Zn”? ve EDTA varliginda
azaldigini, “Hg"'nm enzimi inhibe ettigini, Ba"'un enzim aktivitesini yaklagik %15
civarinda arttirdifim ve Fe™?, Mg*, Ca™, Na', K, PMSF, Triton X-100 ve B-
merkaptoetanoliin enzim aktivitesinde ©nemli derece etkilerinin oldugunu tespit
etmislerdir.

Hashemi ve ark. (2010), bugday kepegini substrat olarak kullanarak kati faz
fermantasyon teknigi ile Bacillus sp. KR-8104'den hem disiik pH'da aktif hem de Ca-
bagimsiz o-amilaz iiretmiglerdir. Nem orani, nemlendirici ajanlar, parcacik biiytkligi,
inkiibasyon siiresi ve sicakligi, inokiilasyon hacmi, %1'lik farkli karbon ve azot kaynag:
gibi farkli parametrelerin enzim tiretimi tizerine etkisini arastirmiglardir.

Pancha ve ark. (2010), Merkez Tuz ve Deniz Kimyas: Arastirma Enstitlisi
Deneysel Tuz Ciftligi’nden izole edilen Bacillus sp. tarafindan salgilanan olduk¢a
sicaklik aktif ve termostabil amilaz elde etmislerdir. %0.5 NaCl, %0.5 pepton, %0.3 et
ekstrakti, %1 nisasta varliginda; 37 °C'de, pH 7.0 ve 48 saat inkiibasyon siiresi sonunda
452 U mL™" veriminde amilaz elde etmislerdir. En yiiksek amilaz aktivitesini pH 8.0 ve
110 °C olarak tespit etmislerdir. Ham enzimin pH 6.0-11.0 arasinda oldukga aktif ve 60
°C'de 30 dakika inkiibasyon siiresi sonrasinda termostabil oldugunu belirtmislerdir.

Zhao ve ark. (2010), Cin'in Nanjing ilinde toplanan Broadleaf Holly bitki
sapindan Bacillus vallismortis 77185 izole etmislerdir. ZZ185 izolatimn hem kiiltiir
filtratinin hem de biitanol ekstraktinin, bitki patojenleri olan Fusarium graminearum,

Alternaria alternata, Rhizoctonia solani, Cryphonectria parasitica ve Phytophthora
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capsici’ye karsi giiglii biiylime inhibisyonu gosterdigini bildirmiglerdir. Gtigli
antifungal aktivitesi gosteren B. vallismortis ZZ1852'in biyoaktif bilesiklerinin, bitki
hastaliklarinin biyolojik kontrolii i¢in alternatif bir kaynak olabilecegini belirtmislerdir.

Bozié ve ark. (2011), Bacillus licheniformis ATCC 9945a tarafindan 37 °C'de
24 saatlik fermantasyon sonunda iiretilen a-amilazin, ham nisastay1 yiiksek etkinlikte
parcaladigini belirtmislerdir. Jel filtrasyon kromatografisinde enzimi %38 verimle ve 6
kat oraninda saflastirmislardir. Molekiil agirliginin 31 kDa oldugunu saptamislardir.
Saflastirilmis enzimin pH 6.5'de ve 90 °C'de optimum aktivite gosterdigi bildirmislerdir.
Saflastirilmis o-amilazin CaCl, varhigida 70 °C'de 6 saat inkiibasyondan sonra %55
aktivite gosterdigini tespit etmislerdir. Co™?, Ni? ve Ca™un enzim aktivitesini hafiften
arttirirken Hg™'nin enzim aktivitesini inhibe ettigini saptamislardir. Saflastiralan enzim
jelatinasyon sicakligimin altindaki sicaklikta cesitli ham nisastalart yiiksek etkinlikte
pargaladigini kanitlamiglardir.

Elkady ve ark. (2011), Misir'daki bir tuz goletinden biyoflokiilant tireten bir
- bakteri. izole etmisler -ve izolatin 16S rDNA sonuglarma goére Bacillus mojavensis
oldugunu tespit etmislerdir.

Hashemi ve ark. (2011), Bacillus sp. KR-8104’den batik fermantasyon teknigi
ile a-amilaz tretimi icin birada kullanilan tahili (BSG) kati substrat olarak
kullanmislardir. Doehlert deneysel diizeni kullanarak o-amilaz {retimini, BSG
konsantrasyonunun optimizasyonu ve inkiibasyon zamani sayesinde maksimize
etmislerdir. Optimizasyon islemlerinde test edilen en yiiksek BSG miktarimn (%5, w/v)
tiretimi 5.1 kat arttirdigimi tespit etmislerdir. Daha sonra, BSG'nin suda ¢dziinen ve
¢oziinmeyen fraksiyonlarimi o-amilaz tiretiminde galismiglardir. Tiim BSG &rneklerinin
a-amilaz tiretimi i¢in 6nemli katkilarinin oldugunu tespit etmislerdir.

Ling ve ark. (2011), Cin'in Shandong ilinin Jinan Yag Rafineri Fabrikasi’nin
atiklariyla kirletilmis topragindan poli-aromatik hidrokarbonlar1 pargalayan yeni bir
bakteri izole etmislerdir. Izolat1 16S rDNA sekansi, DNA-DNA hibridizasyonu, yag
asidi analizleri ve gesitli fizyolojik karakterizasyonlar sonucu Bacillus vallismortis
olarak tamimlamuslardir. Izolati gram pozitif, hareketli, endospor olusturan, aerobik,
oksidaz ve katalaz pozitif olarak tespit etmislerdir. Hiicrelerin 0.8-1.0 pm eninde ve 2.0-
2.5 um uzunlugunda, tekli veya ¢ift ve bazen ¢ok zincirli oldugunu saptamslardir.

Mahdavi ve ark. (2011), iki iyi bilinen homolog mezofilik ve termofilik Bacillus
amyloliquefaciens (BAA) ve Bacillus licheniformis (BLA)'ten elde edilen o-amilazlar

ve Bacillus cereus (BCA)'tan elde edilen soguk aktit a-amilaz izerine karsilastirmal
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biyokimyasal ve yapisal ¢alismalar uygulamislardir. Yiiksek derecede sekans ve yapisal
benzerliklere ragmen, sirasiyla BCA, BAA ve BLA'min optimum sicakliklarinin 50, 70
ve 90 °C olarak ¢ok farklilik gosterdigini saptamislardir. BCA ve BAA i¢in sicaklik
inaktivasyon yarilanma o6miirlerini sirasiyla 1 ve 9 dakika olarak tespit ederlerken bu
sicaklikta BLA i¢in inaktivasyon gézlemlememislerdir.

Ozdemir ve ark. (2011), Dicle Universitesi kampiis alamindaki toprak
orneklerinden bir Bacillus susu izole etmislerdir. 16S ribozomal RNA dizisini
inceleyerek mikroorganizmanin Bacillus subtilis ile yakindan iligkili oldugunu
bildirmislerdir. a-Amilaz {iretimi {izerine karbon ve azot kaynaklari, ¢esitli nisasta ve
unlar, inkiibasyon zamami ve farkli kimyasallar gibi degisik kiltlir ortamlarim
incelemislerdir. En fazla enzim iiretimini (7516 U/mL) %0.05 Tween-40 igeren bazal
ortam A igerisinde 24 saat inkiibasyon sonunda elde etmislerdir. Kismen saflastirilmig
enzimin maksimum aktivitesini 60 °C’de pH 6.0 ortaminda tespit etmislerdir. Kismi
saflagtirllmis enzim aktivitesi {izerine %0.2 konsantrasyonlardaki deterjanlarin [sodyum
. dodesi! siilfat  (SDS), CHAPS -[3-[(3-colamidopropyl)- dimethyl-lammonio]-1- .
propanesulfonate] ve ticari Omo Matik deterjan) etkisini belli zaman araliklariyla (15-
150 dak.) incelemis ve inhibisyon etkisini sirayla SDS > Omo Matik > CHAPS olarak
bildirmislerdir. Diisiik konsantrasyonlardaki (1.5 mM) farkli metal iyonlarinin a-amilaz
aktivitesi iizerine enkilerini incelemisler ve Co**’1n hafif inhibisyon, Hg** ve Cd"*’un
gliclti bir inhibisyon meydana getirdigini, Ca™ ve MgJr2 un enzim aktivitesini arttirdigini
tespit etmislerdir. Farkli Ca™ konsantrasyonlarmm (10-300 mM) enzim aktivitesi
{izerine olan etkilerini calismuslar ve 20 mM Ca*? ortaminda enzim aktivitesinin arttigim
bildirmisglerdir.

Ozdemir ve ark. (2011), Tiirkiye, Afyonkarahisar, Gazligdl’deki sicak su
kaynaklarindan yeni bir bakteri izole etmislerdir. Morfolojik, biyokimyasal ve 16S
rRNA gen dizisi analizine dayanarak, izolat bakterinin DNA’smin Anoxybacillus
favithermus tiirleri ile %99 benzerlik gosterdigini tespit etmislerdir. Tarimsal atiklar
substrat olarak kullanilarak, kati-hal fermantasyon teknigi ile termofilik Anoxybacillus
flavithermus’tan o-amilaz tretimini ¢alismiglardir. Enzim tretimi i¢in kati substrat
olarak dari, muz kabugu, bugday kabugu, piring kabugu, mercimek kabugu, karpuz
kabugu ve dari kiispesi kullanmiglardir. Bunlar arasindan o-amilaz iiretimi igin en
uygun substratin piring kabugu oldugunu tespit etmislerdir (1.271 U/mg). En yiiksek
amilaz tretimini 1.0 um pargacik bitytkligi, %70 (w/v) baslangi¢c nem konsantrasyonu,

%40 ekim miktar1 (v/w) ile 72 saat inkiibasyon sonunda elde etmislerdir. Cesitli azot
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kaynaklarini test etmis ve sonugta en yiiksek amilaz tiretimini (3.170 U/mg) %1 pepton
ortaminda tespit etmislerdir. Karbon kaynagi olarak %1 nisasta eklendiginde a-amilaz
{iretiminin arttigini (2.364 U/mg) gozlemlemislerdir. a-Amilaz aktivitesi i¢in optimum
sicakligi 70 °C olarak bildirmislerdir. Enzimim pH 6.0-8.0 araliginda stabil oldugunu
belirleyip, optimum aktivitenin pH 6.0’da oldugunu tespit etmislerdir.

Sharma ve Satyanarayana (2011), yeni asidofilik bir bakteri olan Bacillus
acidicola TSAS12'den istatistiksel yaklasimlar kullanarak batik fermantasyon teknigi ile
asidik o-amilaz iiretiminin optimizasyonunu ¢alismiglardir. En yiiksek enzim {iretiminin
%?2.75 nisasta, %0.01 K;HPO4, %2 inokiilasyon hacmi (1.9x10® CFU mL™") ve 33
°C'deki inkiibasyon kosullarinda elde edildigini bildirmislerdir.

Wang ve ark. (2011), Chryseobacterium taeanense TKUO001’i topraktan izole
etmislerdir. Mas fasulyesi tozunu karbon/azot kaynag olarak kullanilarak TKU0O1 i¢in
a-amilaz {iretimi igin test etmislerdir. Fermantasyon sonunda a-amilazi saflastirmuslar,

SDS-PAGE ve jel filtrasyonuyla molekiil agirligini sirasiyla 46 ve 47 kDa olarak

bulmuslardir. o-Amilazin optimum pH, optimum sicaklik, pH stabilite ve sicaklik

stabilitesini sirasiyla 9.0-50 °C, 6.0-11.0 ve <60 °C olarak tespit etmislerdir. Enzimin
etkin bir bigimde ¢oziiniir nisastay1 parcalayarak glukoz ve maltozun son {iriin olarak
olustugunu bildirmiglerdir. 5 mM Ca™ ve %2'lik Tween-40'in ortama ilavesiyle enzim
aktivitesinin sirasiyla 3.52 ve 3.27 kat arttigini belirtmislerdir.

Kikani ve Singh (2012), termofilik bir bakteri olan Anoxybacillus beppuensis
TSSC-1' bir sicak su kaynagindan izole etmislerdir. Izolatin en yiiksek a-amilaz
tiretimini 55 °C ve pH 7.0'da bulmuslardir. Enzimi tek bir basamakta fenil sefaroz
6FF'de %58 verim ve 19.5 katlik saflastirma katsayisiyla saflastirmiglardir. Enzimin
molekiil agirhigim 43 kDa olarak tespit etmislerdir. Optimum enzim sicakhigini ve
pH'simt sirasiyla 80 °C ve 7.0 olarak saptamuslardir. Enzimin metal iyonlarina bagh
aktivite sergilemedigini ve kimyasal denatiirasyonlara karsi direngli oldugunu tespit
etmislerdir.

Roy ve ark. (2012), yiiksek oranda alkalin o-amilaz treten Bacillus subtilis AS-
SOla'y1 Hindistan'nin Assam Bolgesi toprak 6rneginden izole etmislerdir. Enzimin
molekiil biiyiikliigiinii 21 kDa olarak tespit etmislerdir. Saflastirilan enzimin optimum
sicakligini 55 °C ve optimum pH'sini 9.0 olarak bulmuslardir. Saflastirilan a-amilazin
aktivitesini oksidanlar, surfaktanlar, EDTA ve ticari ¢camasir deterjanlar1 varlifinda
korudugunu tespit ederek, ¢esitli endiistriyel uygulamalar i¢in uygun oldugunu

bildirmislerdir.
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Zhang ve ark. (2012), bir tekstil endiistri bolgesinin ¢amur ve atik su
orneklerinden bakteri izole etmisler ve izolatin 16S rDNA, fizyolojik ve biyokimyasal
test sonuglarina gore Bacillus vallismortis oldugunu belirtmislerdir. B. vallismortis’in
pH ve sicaklik stabil lakkaz salgilayarak trifenilmetan boyasmi pargaladigini
saptamiglardir.

Kumar ve ark. (2013), Bacillus laterosporus'tan elde edilen termostabil o-
amilazin tiretim ve karakterizasyonunu ¢aligmislardir. En yiiksek enzim tiretimi sirasiyla
%0.58 maya 0ziitii, %2.44 nisasta, %2.34 pepton ve %0.11 NaCl varliginda 4.838 U/ml
olarak elde etmislerdir. Enzim saflastirilmasini amonyum siilfat ve boyut diglama
kromatografisi ile ger¢eklestirmislerdir. En yiksek saflagtirmay1 4.71 kat olarak elde
etmislerdir. Saflastirilan enzimin optimum sicaklik ve pH degerlerini sirasiyla 60 °C ve
7.0 olarak saptamislardir. EDTA ve Ca'? varliginda enzim aktivitesinde bir etkilenme
olmadigini, bununla birlikte Mg, SDS ve B-merkaptoetanol varliginda enzim
aktivitesinde azalmanin oldugunu tespit etmislerdir.

--Chand ve .ark. (2014), yaptiklar1 ¢alismada yerel bir bolgeden izole ettikleri
Bacillus sp. KR-8104'den o-amilaz iretiminin optimizasyonunu ve es zamanli olarak
pamuklu kumasglardan hagil giderimini test etmislerdir. Optimum enzim tiretimini 45 °C
ve pH 5.0-6.0'da elde etmislerdir. Optimum hagil sokme islemini 40-45 °C, pH 5.0-
6.0'da (TEGEWA OLCEK 6) i¢in 10 saat ve (TEGEWA OLCEK 9) i¢in 22-24 saat
olarak elde etmislerdir.

Fincan ve ark. (2014), Tiirkiye, Afyon, Omer’deki sicak su kaynaklarindan izole
ettikleri  Anoxybacillus ~ flavithermus’tan elde ettikleri a-amilazin {Uretimi ve
karakterizasyonunu bildirmiglerdir. Gram pozitif, spor olusturan, hareketli, 1limh
termofilik ve 16S rRNA analizi ile yeni bir bakteri susu olarak tanimlamislardir. Bakteri
gelisimi i¢in optimum kosullar1 (besiyeri ortami pH’simi 6.0, sicaklif1 55 °C ve zamani
20 saat olarak) tespit etmislerdir. Maksimum a-amilaz aktivitesini 24 saat inkiibasyon
sonunda, pH 7.0 ortaminda ve 55 °C sicaklikta bulmuslardir. 4. flavithermus’tan elde
edilen termostabil a-amilazi %70 (NH),SO4 ve iyon-degisimi kromotografisi ile
saflastirmislardir (5.2 kat; %65.8 verimli). a-Amilazin molekiil agirligi 60 kDa olarak
tespit etmislerdir (SDS-PAGE).

Martinez-Gallegos ve ark. (2014), ozonun, Bacillus subtilis'ten elde edilen a-
amilaza etkisini pH 7.5 ve 25 °C'de arastirmislardir. Ozon/enzim oraninin katlanarak
artmasiyla, ozonasyondan sonra o-amilazin aktivitesinin = goreceli  diistiigiinii
gostermislerdir.
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Mesbah ve Wiegel (2014), etanol ¢6ktiirme, anyon degistirici kromatografisi ve
jel filtrasyon kromatografisiyle Amphibacillus sp. NM-Ra2'den elde edilen
ekstraselliiler a-amilazi saflastirmislardir. Enzim en yiiksek aktivitesinin 1.9 M NaCl,
pH 8.0 ve 54 °C'de elde edildigini ve 0-4.3 M NaCl ve 37-65 °C araliklarinda enzimin
aktif oldugunu saptamislardir. Enzimin molekiil biiyiikliigiinii 50 kDa (SDS-PAGE)
olarak tespit etmislerdir. Enzimin EDTA tarafindan inhibe edildigini fakat PMSF, DTT,
H,0,, Triton X-100, Tween-20 ve Tween-80 varliginda stabil ve aktif oldugunu
gdstermislerdir. K™ un enzimi aktive ettigini, Cu™* ve Mg™un enzim aktivitesini inhibe
ettigini ve Hg™, Zn™ ve Fe™in enzim aktivitesi iizerinde etkisinin olmadigin
belirtmislerdir. Amilazin %25 (v/v) etanol, metanol ve benzen varhiginda stabil ve aktif
oldugunu saptamiglardir. Nisastanin hidrolizi sonucunda iirtin olarak en ¢ok maltoz ve
maltotrioz olustugunu géstermislerdir.

Sen ve ark. (2014), bir kaplicadan izole ettikleri Alcaligenes faecalis SSB17'den
termostabil alfa-amilaz iiretimi ve karakterizasyonunu g¢alismiglardir. Enzim tiretimi
- lizerine sicakligim, pH'nin ve zamann tek tek ve kombine etkilerini 4 farkli besiyerinde
Box-Behnken Dizayn1 (BBD) kullanarak test etmislerdir. Enzimi amonyum siilfat ve
boyut dislama kromatografisi ile saflastirmiglardir. En yiiksek saflastirmayr boyut
dislama kromatografisi ile 60 kat olarak elde etmislerdir. Saflastirilan enzimin molekiil
agirligini elektroforez (SDS-PAGE) sonucunda 52 kDa olarak saptamislardir.

Kallel ve ark. (2015), Tunus Sahrasi’ndan UEB-FK olarak isimlendirilen yeni
bir bakteri izole etmislerdir. 16S rDNA sekans analiz sonuglarina gore bu izolat Bacillus
mojavensis olarak tanimlanmistir. Bu izolatin ektraselliler ksilanaz iirettigini
belirtmislerdir. Enzimin optimum pH ve sicakligini sirasiyla 4.0 ve 50 °C olarak
bulmuslar ve enzimin 60 °C'de 90 dakika inkiibe edildiginde énemli derecede sicaklik
stabilitesinin oldugunu saptamislardir. Bunlara ilave olarak genis bir pH araliginda (3.0-

9.0) ve baz1 deterjan ve organik solventler varliginda stabil kaldigin1 tespit etmislerdir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Biyolojik Materyal

Caligsmalarimizda, Sirnak (Meryemderesi) sicak su kaynagi ¢amurundan izole

edilen termotolerant Bacillus vallismortis ve Bacillus mojavensis kullanildi.

3.2. Kimyasal Maddeler
3.2.1. Azot kaynaklari

Azot kaynagi olarak {ire, amonyum siilfat, amonyum asetat, amonyum

tiyosiyanat, metiyonin ve glisin kullanildi.

3.2.2. Karbon kaynaklari

Karbon kaynagi olarak nisasta, glukoz, sukroz, fruktoz, galaktoz ve laktoz

3.2.3. Besiyeri maddeleri

Nutrient Broth ve Nutrient Broth Agar kullanildi.

3.2.4. Deterjanlar

SDS, Tween-20, Tween-40, Triton X-100, Alo, Tursil ve Omo kullanildi.

3.2.5. Elektroforetik maddeler

%30 Akrilamid /%0.8 Bis Akrilamid: 30 g akrilamid, 0.8 g bis akrilamid saf su
ile 100 mL’ye tamamlanip, filtre edildi. Koyu renkli sisede 4 °C’de saklandi.

1.5 M Tris-HCI pH 8.8: 54.45 g Tris-base 150 mL’ye tamamlandi. 1N HCI ile
pH 8.8’e ayarlanarak hacim saf su ile 300 mL’ye tamamlanip, filtre edilerek, 4 °C’de
saklandi.

0.5 M Tris-HCI pH 6.8: 6 g Tris-base 60 mL saf suda ¢oziilerek, 1N HCI ile pH
6.8’e ayarlanip, hacim saf su ile 100 mL’ye tamamlandi. Filtre edilerek, 4 °C’de
saklandi.

%10’luk APS ( Amonyum persiilfat ): 0.1 g APS saf suile 1 mL’ye tamamlandi.



Elektroforez Tamponu: 3 g Tris, 14.4 g glisin, 0.1 g SDS, 1 litre saf su ilave
edilerek hazirlanip, 4 °C’de saklandi.

Iz Boya: 7 mL 0.1M Tris-HCI pH 6.8, 3.6 mL gliserol ve 1.2 mg BFB (Brom
Fenol Blue)’ye 10 mL saf su ilave edildi. 1’er mL olacak sekilde, ependorflara konarak
-21 °C’de saklandu.

%10’luk SDS: 0.1 g SDS saf suile 1 mL.’ye tamamlandi.

%3’liik Nigasta: 0.3 g nisasta 0.1 M Tris-HCI pH 8.0 ile 10 mL’e tamamlandi.

Iyot Solusyonu: 14 mM KI ve 10 mM I, saf su ile 50 mL’ye tamamlandi.

3.3. Besiyerleri
3.3.1. Sivi besiyeri [Nutrient broth (NB)]

8 gram Nutrient Broth, ¢esme suyu ile 1 litreye tamamlanip otoklavlanarak

hazirland.

3.3.2. Kati besiyeri
8 g Nutrient Broth’a 15 gram agar ilave edilip, ¢esme suyu ile 1 litreye

tamamlanarak otoklavlandi. Otoklavlandiktan sonra steril petri kaplarma aktarimi

yapildi.

3.4. Tamponlar

Sitrik Asit tamponu: 0.1 M (pH:3.0), (pH:4.0), (pH:5.0) hazirlandu.
Sodyum Fosfat tamponu: 0.2 M (pH:6.0), (pH:7.0), (pH:8.0) hazirland:.
Sodyum Karbonat tamponu: 0.1 M (pH:9.0), (pH:10.2), (pH:10.8) hazirland.

3.5. Kullanilan Aletler

Steril Kabin (NUVE LN 090)

Spektrofotometre ( SHIMADZU UV MINI-1240)
Calkalayict (JEIO TECH SI-600)

Sogutmali Santrifiij (EPPENDORF CEBTRIFUGE 5430R)
Vorteks (JEIO TECH VM-96B)

Magnetik Karistiricr (WISESTIR MSH-20D)

Etiv ( NUVE EN 400, NUVE EN 500)

)
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Digital Gostergeli Hassas Terazi (SHIMADZU AU X220)
Otoklav ( NUVE OT 4060V)

(Calkalamali Su Banyosu ( NUVE ST402)

pH metre ( HM DIGITAL PH-200)

Blander (Sinbo)

3.6. Bakteri Izolasyon Islemi ve Saf Kiiltiir Bakteri Uretimi

Bakteri izolasyonu i¢in 10 g camur &rnekleri steril kosullarda 90 mL steril su
iceren erlenlere aktarilarak 107" lik seyreltmeler elde edildi. Karisimlarin calkalanarak
homojen hale gelmesi saglandiktan sonra benzer sekilde ardisik transferler yapilarak
102, 102, 10™, ve 10™lik diliisyonlar elde edildi. Farkli oranlarda seyreltilmis
siispansiyonlardan 1 mL almarak steril petri kutularma aktarilip, {izerlerine
besiyerlerinden 20 mL ilave edildi ve homojenizasyonlart1  saglandi.
Mikroorganizmalarin  izolasyonunda yukaridaki islem gerceklestirilmeden Once
seyreltilmis siispansiyonlar 80 °C’de 10 dakika 1sil isleme tabi tutuldu. Spor olusturan
mikroorganizmalar bu islem sonucunda canliliklarini korurken spor morfolojisi
olusturmayan diger mikroorganizmalar 6lmektedirler. Yukarida belirtilen islemler her
seyreltilmis stispansiyondan 10 petri kutusuna ekim yapilacak sekilde gergeklestirildi,
ekim yapilmis petri kutular1 termotolerant mikroorganizmalarin izolasyonu ig¢in 35
°C’de 1 giin inkiibe edildi. Sulardan izolasyon i¢in oncelikle su drneginden besiyerine
inokule edilerek ve termotolerant mikroorganizmalarin izolasyonu igin de 35 °C’de
inkiibasyona birakildi. 24 saatlik inkiibasyon sonunda zenginlesmis kiiltiirden kati
besiyerlerine ¢izgi ekim yaparak saf kiiltiirleri elde edildi. NB sivi besiyerine kati
besiyerinden platin 6ze yardimiyla ekim yapildi. Calkalayicida 120 rpm’de, 35 °C’de 24
saat inkiibe edildi.

3.7. Bakteri Uretimi

Steril edilmis platin 6ze yardimiyla kati besiyerinden Nutrient Broth besiyerine
ekim yapildi. Calkalayicida 120 rpm’de 35 °C’de 16 saat inkiibe edildi. 16 saat sonunda
bu besiyerinden 200 pL alinarak (%1) onceden otoklavlanmis sivi besiyerlerine ekim

yapilarak bakteri Gretimi saglandi.

3.8. Gram Boyama
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NB kat1 besiyerinde gecelik iiretilen bakteri 6rneklerinden 6ze yardimiyla koloni
alindi. Temiz lamin bir kenarina serum fizyolojik damlatilip kolonilerin yayma islemi
gerceklestirildikten sonra preparat kurutulup alevden gecirilerek tespit edildi. Elde
edilen preparat iizerine kristal viyole soliisyon dokiilerek 2 dakika bekletilerek
boyanmasi saglandi ve daha sonra su ile yikandi. Preparat {izerine lugol dokiilerek 1
dakika bekletildi ve stire sonunda yikandi. Deklorizasyonu saglamak amaciyla %96’lik
alkol dokiildi ve 15-20 saniye bekletilip ve yikandi. Son islem olarak sulu fuksin ile 2
dakika bekletildi ve su ile yikanarak boya giderildi. Preparatlar kurutma kagidinda
kurutulduktan sonra immersiyon yagi damlatilarak immersiyon objektifi altinda

inceleme yapildi.

3.9. Antibiyotiklere Karsi Duyarhlik Testi

Bu test mikrorganizmalarin anitibiyotiklere karsi gosterdikleri Ozellikleri
belirlemek icin yapildi. Bu test igin, izolatlarin iireyebilmesi amaciyla uygun besi
ortamina (NB-kat1) bakterilerin taze kiiltiirlerinden yayma ekim yapildi ve farkli
antibiyotiklerinin bulundugu diskler ekim yapilan yiizeye birakilip 36 °C'de
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda antibiyotik disklerin etrafinda zon

olusup olusmadigi gézlemlenip, zon biiyiikligiine gore degerlendirme yapildi.

3.10. Katalaz Testi

Bu test, mikroorganizmalarin katalaz enzimi sentezleyip sentezlemediklerini
saptamak amaciyla yapildi. Bunun i¢in taze haldeki (18-24 saatlik) mikroorganizma
kiilttrleri (kati) kullanilarak bu kiiltiirlere yavas yavas %3’liik taze hazirlanmis hidrojen
peroksit ilave edildikten sonra 5 dakika inkiibe edildi. Hidrojen peroksit ilavesinden
sonra kolonilerin bulundugu yerlerde kabarciklarin olusmasi katalaz enziminin
sentezlendigini, hava kabarciklar1 olugmamas: ise katalaz enziminin sentezlenmedigini

gostermektedir.

3.11. Oksidaz Testi

Oksidaz testi, intraselliiler olarak mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen
sitokrom oksidaz enziminin varligini gosteren bir testtir. Bu enzim NADH gibi verici
bilesiklerden bir elektron alicisina elektron tasinmasini katalize eder. Sitokrom sistemi

sadece aerob ve son hidrojen alicist olarak oksijeni kullanma yetenegine sahip olan
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organizmalarda bulunur. Bu metabolizmanin son {iriinii su veya hidrojen peroksittir.
Test yapilirken renksiz bir boya, enzim i¢in yapay bir elektron alicist olarak kullanilir.
Boylece boya okside edilir ve koyu mor bir bilesik olan indofenol mavisi olugur. Bu

rengin olusmasi oksidaz testinin pozitif oldugunu gostermektedir.

3.12. API 20 NE

API 20 NE, enterik olmayan bakterilerin tanimlanmasi i¢in 8 geleneksel testi, 12
asimilasyon testini ve bir veritabanini kombine eden standartlastirilmis bir sistemdir.
API 20 NE, dehidrate madde ve substratlar igeren 20 mikrotiipten olugsmaktadir.

Oncelikle bakteriler kat1 besiyerinde 35 °C’de 24 saaat inkiibe edilerek iiretildi.
Kat1 besiyerinden steril 6ze ile bakteri kolonileri alinarak makfarlant cihazinda steril saf
su ile makfarlant degeri 0.5 olacak sekilde ayarlandi. Bu bakteri soliisyonu API 20 NE
mikrotiiplerine eklendi. Yine 35 °C’de 24 saat inkiibe edildi. Mikrotiiplerdeki renk
degisimine gore her mikrotiipe (+) veya (-) degerler verilip biyokimyasal 6zellikleri

belirlendi ve bu degerlere web sitesine girilerek mikroorganizma tanimlamasi yapildi.

3.13. Enzim Eldesi

Otoklavlanarak steril edilen sivi besiyerlerine inokiilasyon orani %1 olacak
sekilde ekimler yapildi. 36 saat inkiibasyon sonunda besiyeri 7.000 rpm’de 7 dakika

santrifiij edildi. Elde edilen iist sivi enzim aktivite ¢alismalarinda kullanildi.

3.14. Enzim Aktivite Tayini (Bernfeld Yontemi)

Enzim aktivitesi Bernfeld yontemiyle tespit edildi (Bernfeld, 1955). 100 pL
enzim ¢ozeltisi veya 10 pL saf enzim iizerine 200 pL %0.5°lik nisasta ¢ozeltisi (0,1 M
pH:8.0 Tris-HCI tamponu igerisinde ¢oziinmiis) eklenerek, etiivde 50 °C’de 30 dakika
inkiibe edildi. Siire sonunda reaksiyonu durdurmak igin 400 pL 3,5 DNS (3,5 dinitro
salisilik asit) ilave edilerek 5 dakika kaynar su banyosunda bekletildi. DNS yiiksek
sicaklikta indirgen seker uglariyla reaksiyona girerek reaksiyonun durmasini saglar ve
aynt zamanda renk olusumu meydana getirir. Su banyosundan sonra 3 mL saf su

eklenerek, spektrofotometrede 489 nm’de aktivite tayini yapildi.

3.14.1. Bernfeld reaktifinin hazirlanmasi



Bir beherde 5 gram 3,5 dinitro salisilik asit 100 mL saf su i¢inde ¢dziindii. Ayri
bir beherde 8 gram NaOH c¢ozeltisi 75 mL suda ¢6ziindii. Daha sonra NaOH ¢ozeltisi
yavas yavas 3,5 dinitro salisilik asit iizerine eklendi. Sicak su banyosunda bir siire
bekletildikten sonra ilizerine 150 gram Na-K-Tartarat azar azar eklendi. Son olarak

hacim, saf su ile 500 mL’ye tamamlandi (Bernfeld, 1955).

3.15. Protein Miktar Tayini

Once konsantrasyonunu bildigimiz standart protein ¢ozeltisi [Img/mL BSA
(Bovim serum albiimin)] hazirlandi. Bu standart ¢o6zeltiden faydalanarak
konsantrasyonunu bilmedigimiz ¢6zeltideki protein miktari Lowry yontemine gore
hesaplandi. Bunun i¢in artan konsantrasyonlarda hazirlanan standart ve 50 pL enzim
cozeltisi alinarak tiiplerin hepsine 5 mL alkalin ¢6zeltisi eklenip ve 15 dk 40 °C’de
bekletildikten sonra tiiplerin hepsine 1:1 oraminda seyreltilmis 500 pL. FCR (Folin
Reaktifi) eklenip ve 30 dakika karanlikta bekletildikten sonra spektrofotometrede 660

“"nm’de absorbans degerleri ol¢iildii.

3.15.1. Alkalin ¢ozeltisinin hazirlanisi

A: 0.1 N NaOH iginde %2 (w/v) Na,COs ¢oziildi. _
B: %1 (w/v) Na-K-Tartarat i¢inde %5 (w/v) CuSOs. SH>O ¢oziildil.
C: 50 mL A belirteci ile 1 mL B belirteci karigtirilarak hazirland.

3.16. Farkl Inkiibasyon Siirelerinin a-Amilaz Uretimi Uzerine Etkisinin

Arastirilmasi

Otoklavlanmis 100 mL’lik erlenmayer igerisinde hazirlanmus 20 mL NB
besiyerlerine %1 oraninda ekim yapildi. Ekim yapilan besiyerleri (pH: 7.0) 45 °C’de
120 rpm’de inkiibe edildi. 0., 4., 8., 12, 16., 24., 36., 48., 72., ve 96. saatlerde NB
besiyerinden elde edilen tist sivilardan Bernfeld yontemine gore a-amilaz aktivite tayini

yapildi ve daha sonra protein miktar tayini yapilarak enzim tretim miktarlari belirlendi.

3.17. Farkh Sicaklik Degerlerinin (20-60 °C) a-Amilaz Uretimi Uzerine Etkisinin

Arastirilmasi



Steril edilen besiyerlerine (pH: 7.0) inokiilasyon orant %1 olacak sekilde ekim
yapildi. Calkalayicida 20-60 °C (5 °C’lik artislarla) sicakliklarda, 120 rpm'de inkiibe
edildi. 36 saat inkiibasyon sonunda NB besiyerinden elde edilen iist sividan Bernfeld

yontemine gére a-amilaz tayini yapildi ve enzim {iretimi hesapland.

3.18. Farkh pH Degerlerinin (pH: 3.0-11.0) a-Amilaz Uretimi Uzerine Etkisinin

Arastirilmasi

NaOH ve HCI kullanilarak besiyeri pH’lart 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0, 10.0
ve 11.0 olacak sekilde ayarlandi. Steril edilen besiyerlerine inokiilasyon oranmi %l
olacak sekilde ekim yapildi. Calkalayicida 120 rpm'de, 35 °C sicaklikta, 36 saat inkiibe
edildi. Siire sonunda NB besiyerinden elde edilen st sividan Bernfeld yontemine gore

a-amilaz aktivitesi belirlenip, enzim tiretim miktarlar tespit edildi.

3.19. Farkli NaCl Konsantrasyonlarmin a-Amilaz Uretimi Uzerine Etkisinin

“Arastiriimasi

Besiyerlerindeki NaCl konsantrasyonu %0, %2.5, %S5, %7.5 ve %10 olacak
sekilde ayarlandi. Steril edilen besiyerlerine inokiilasyon orami %1 olacak sekilde
ekimler yapildi. 120 rpm'de, 35 °C sicaklikta, 36 saat inkiibe edildi. Siire sonunda NB
besiyerinden elde edilen iist sividan Bernfeld yontemine gore o-amilaz aktivite tayini

yapildi.

3.20. Farkh Karbon Kaynaklarinm o-Amilaz Uretimi Uzerine Etkisinin

Arastirilmasi

Karbon kayna@i olarak nisasta, fruktoz, siikroz, laktoz, galaktoz ve glukoz
kullanildi. Steril edilen besiyerlerine karbon kaynaklari (%1) eklenerek, inokiilasyon
orani %1 olacak sekilde bakteri ekimi yapildi. 120 rpm’de, 35 °C sicaklikta, 36 saat
inkiibe edildi. Siire sonunda NB besiyerinden elde edilen iist sividan Bernfeld

yontemine gore a-amilaz aktivite tayini yapilarak a-amilaz tiretimi hesaplandi.

3.21. Farkh Azot Kaynaklarinm a-Amilaz Uretimi Uzerine Etkisinin Arastirilmast

Azot kaynagi olarak iire, amonyum siilfat, amonyum asetat, amonyum

tiyosiyanat, metiyonin ve glisin kullanildi. Azot kaynaklarmin besiyerindeki orani %1
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olacak sekilde ayarlandi. Steril edilen besiyerlerine inokiilasyon orani %1 olacak sekilde
ekim yapildi ve optimum kosullarda inkiibe edildi. Stire sonunda NB besiyerinden elde
edilen iist stvidan Bernfeld yontemine gore a-amilaz aktivite tayini yapilidi. Buna bagh

a-amilaz tiretimi belirlendi.

3.22. Farkh Surfaktanlarin a-Amilaz Uretimi Uzerine Etkisinin Arastiriimasi

Surfaktan olarak TritonX-100 ve Tween-20 kullanildi. Besiyerindeki
konsantrasyonlar1 %0.05, %0.1 ve %0.5 olacak sekilde eklenerek otoklavlanip steril
edildi. Inokiilasyon oram %1 olacak sekilde ekim yapilan besiyerleri optimum
kosullarda inkiibe edildi. Siire sonunda NB besiyerinden elde edilen iist sividan
Bernfeld yontemine gore o-amilaz aktivite tayini yapildi ve a-amilaz tretimi

hesaplandi.

3.23. Farkli Tarimsal Atiklarin a-Amilaz Uretimi Uzerine Etkisinin Arastirilmas:

Tarimsal atik olarak; elma Vkabugu, portakal kabugu, muz kabugu, fistik kabugu,
fistik yapragi, bugday kepegi, arpa kepegi ve fasulye kiispesi kullanildi. Bu tarimsal
atiklar once 50 °C’de kurutuldu. Daha sonra blendir yardimiyla pargalanip elendi.
Tarimsal atiklar, besiyerindeki orani %2 (v/w) olacak sekilde eknerek otaklavlandi,
ekim yapilan besiyerleri daha sonra optimum kosullarda inkiibe edildi. Siire sonunda
NB besiyerinden elde edilen iist sividan Bernfeld yontemine goére o-amilaz aktivitesi

belirlendi. o-Amilaz iiretim miktarlar tespit edildi.

3.24. Farkh Metallerin a-Amilaz Uretimi Uzerine Etkisinin Arastirilmas:

CaCl, CoCl,, ZnCl,, CuCIl,, NiCl,, MnCl,, CdCI, ve PbCl, gibi farkli
metallerin besiyerlerindeki konsantrasyonlart 100, 250 ve 500 mg/L olacak sekilde
eklenerek steril edildi. Inokiilasyon oran1 %1 olacak sekilde ekim yapildi. Daha sonra
optimum kosullarda inkiibe edilerek, NB besiyerinden elde edilen iist sividan Bernfeld

yOntemine gore a-amilaz aktivitesi tayini yapilip a-amilaz tiretimi hesaplandi.

3.25. Enzim Saflastirilmasi

3.25.1. a-Amilaz enziminin saflastirilmasi

(9)
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Optimum kosullarda tiretimi yapilan bakteri kiiltiirleri sogutmali santrifiijde
10.000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilerek elde edilen {ist sivilar enzim
saflastirlmasinda kullanildi. Enzim saflagtirmada birbirini takip eden {i¢ islem
uygulandi. Bu islemler; amonyum siilfat ile ¢oktiirme, diyaliz ve iyon degistirici

kromatografisidir.

3.25.1.1. Amonyum siilfat ¢coktiirmesi

Steril bir beherde toplanan siipernatant iizerine sirasiyla %40, %50, %60 ve
%70’lik doygunluk seviyelerinde olacak sekilde amonyum siilfat [(NH4)2SO4] ilave
edildi. Daha sonra karisim sogutmali santrifiijde 10.000 rpm’de 15 dakika santrifiij
edildi.

3.25.1.2. Diyaliz

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu elde edilen pelet 0.1 M pH 7.0 Tris-HCI
tarﬁponu ivgerisinde coziilerek 12”k[‘)a ve dé.ha bﬁyﬁk molekiil agirligindaki maddeleri
tutan diyaliz hortumu igerisine aktarildi. Diyaliz hortumu igerisindeki enzim soliisyonu
saf suya kars1 4 °C'de magnetik karistiric: ile karigtirilarak bir gece bekletildi. Elde

edilen diyalizattan protein ve enzim aktivite tayinleri yapildi.

3.25.1.3. DEAE- seliiloz kolon kromatografisi

Dietilaminoetil (DEAE) seliiloz kolon kromatografisi i¢in 1.5-20 cm ebadinda
cam kolon kullanildi. Kolon 0.01 M fosfat tamponu (pH: 8.0) iginde hazirlanan
Whatman DEAE-Selliiloz kolon dolgu maddesiyle dolduruldu. Kolon 0.1 M potasyum
fosfat tamponuyla (pH: 8.0) dengelendi. Diyalizat enzim soliisyonu DEAE-Selliiloz DE-
32 kolonuna verildi. 0.1-1 M NaCl igeren 0.1 M fosfat tamponu (pH: 8.0) kullanilarak
linear gradient hazirlandi. Fraksiyon kolektorii, akis hizi saatte 20 mL ve her tiip 3 mL
olacak sekilde ayarlandi. Kolon 0.1-1 M NaCl gradienti ile yikanarak fraksiyonlar
toplandi. Elde edilen 6rneklerden a-amilaz aktivitesi ve protein miktar tayini yapildi.
Yiiksek aktivitenin tespit edildigi 6rnekler birlestirildi ve liyofilize edildi. Elektroforez
ile saflastirilan a-amilaz enziminin molekiil agirligi tespit edildi. Saf enzim,

karakterizasyon islemlerini yapmak tizere -21°C’de saklandi.



3.26. Farkh Sicaklik Degerlerinin Saflastirilmis a-Amilaz Aktivitesi ve Stabilitesi

Uzerine Etkisinin Arastirilmasi

200 puL %0.5°lik nisasta ¢ozeltisi, 10 pL saf enzim ile 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80
ve 90 °C sicakliklarda inkiibe edildikten sonra Bernfeld yontemine gore enzim aktivite
tayini yapildi. Boylece iki bakteri susundan elde edilen a-amilazlarin optimum sicakligi
tespit edildi.

Daha sonra saf enzim 40, 50, 60 ve 70 °C’lerde inkiibe edilip 0, 30, 60, 90, 120,
180 ve 240’1nc1 dakikalarda Bernfeld yontemine gére a-amilaz aktivite tayini yapilarak

a-amilazlarin sicaklik stabiliteleri belirlendi.

3.27. Farkh pH Degerlerinin Saflastirilmis a-Amilaz Aktivitesi ve Stabilitesi

Uzerine Etkisinin Arastirilmasi

Coziiniir nisasta sirasiyla, sitrik asit (0.1 M pH: 3.0, 4.0 ve 5.0), soyum fosfat
(0.2 M pH: 6.0, 7.0 ve 8.0) ve sodyum karbonat (0.1 M pH: 9.0, 10.2 ve 10.8)
'tamponlarl icerisindeki oram1 %0.5 olacak sekilde hazirlandi. Daha sonra optimum
sicaklikta a-amilaz aktivite tayini yapilarak o-amilazlarin optimum pH degerleri
belirlendi.

Saflagtirilmig enzim farkli pH (4.0, 5.0, 6.0, 7.0 ve 8.0) degerlerinde 0, 30, 60,
90, 120, 180 ve 240 dakika oda sicakliginda bekletildi. Daha sonra 70 °C’de Bernfeld

yontemine gore amilaz aktivite tayini yapildi ve pH stabilite degerleri hesaplandi.

3.28. Farkh NaCl Konsantrasyonlarinm Saflastirilmis o-Amilaz Aktivitesi Uzerine

Etkisinin Arastirilmasi

Son konsantarsyonlart %2.5, %5, %7.5, %10, %12.5, %15, %20 ve %25 olacak
sekilde hazirlanan NaCl ile saflastirlmis a-amilaz deney tiiplerine eklenip, optimum

kosullarda inkiibe edildikten sonra Bernfeld yontemine gore a-amilaz aktiviteleri

belirlendi.

3.29. Saflastirilmis a-Amilaz Aktivitesi Uzerine Bazi Metallerin Etkisinin

Arastirilmasi

Son konsantrasyonlari 0.3 mM ve 1.5 mM olacak sekilde hazirlanan farkh

metaller (CdCl,, PbCI,, CuCl,, CaCly, NiCl,, CrCl, HgCL, AgCl,, CoCl,, MnCl, ve
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7ZnCl) ile saflastirilmis a-amilaz deney tiiplerine eklendi. Optimum kosullarda inkiibe

edildikten sonra a-amilaz aktivite tayini yapildi.

3.30. Saflastirilmis a-Amilazin Farkli Nisastalardaki Aktivitesinin Arastirilmasy

Saflagtirilmis a-amilaz, %0.5 oraninda hazirlanan farkli nisasta (bugday, patates,
ticari bugday ve ticari patates) ¢ozeltileriyle inkiibe edildi ve Bernfeld yontemine gore

amilaz aktivite tayini yapildi.

3.31. Farkl Etanol ve §-Merkaptoetanol Konsantrasyonlarmda Saflastirilmis a-

Amilaz Aktivitesinin Arastirilmasi

Saflastirilmis enzim ile farkli konsantrasyonlardaki (%1, %2.5, %S5, %7.5, %10,
%15 ve %20) etanol ve P-merkaptoetanol deney tiiplerine eklenerek optimum

kosullarda inkiibe edildi. Daha sonra a-amilaz aktivite tayini yapildi.

3.32. Ince-Tabaka Kromatografisi (TLC)

Saflastirilmis a-amilaz, son par¢alanma iirlinlerini belirlemek i¢in ¢oziinebilir
bugday nisastasi ile farkli zaman araliklarinda inkiibe edildi. Farkli inkiibasyon
stirelerinin sonunda reaksiyon karigimlari, TLC (Thin Layer Chromatography) plakasi
iizerinde, ¢6ziicii olarak n-biitanol/metanol/H,O (8:4:3,v/v/v) kullamlarak yiiriittldi ve
oda 1sisinda kurumaya birakildi. Daha sonra TLC plakasi {izerine siilfiirik asit/metanol
soliisyonu (1:7, v/v) piiskiirtiilerek, 10 dakika boyunca 95 °C’de kurutulduktan sonra

reaksiyon triinleri gorsellestirildi.

3.33. %1’lik Ham Nisastanin Saflastirilmis a-Amilaz Tarafindan Parcalanmasi ve

Isik Mikroskobunda Gériintiilenmesi

Ham bugday ve misir nigasta taneleri atik maddeleri uzaklastirmak icin saf su ile
3 kez yikand1 ve daha sonra kurutuldu. %1°lik ham bugday ve musir nisastalar1 50 mM
pH 5.0 sitrik asit tamponu igerisinde siispansiyon halinde hazirlandiktan sonra, 990 pL
siispansiyon halindeki nisastalarin tizerine 10 pl saflastirilmis enzim eklenerek
reaksiyon baslatildi. Saflastirilmis enzim ve ham nisasta karigimlari, 240 dakika
boyunca 55 °C’de inkiibe edildi. 240 dakika inki{ibasyondan sonra bu reaksiyon sonucu

olusan karisim santrifiijlendi ve olusan siipernatantlar DNS asit yontemiyle olgtilerek



standart maltoz ile olusan indirgen sekerler belirlendi. Ham nisasta hidroliz orani (Rh),
asagidaki formiil ile tespit edildi:
Rh (%) = (Ai/Ag) 100,

burada A, reaksiyondan Once ham nisasta miktar1 ve A; reaksiyonundan sonra
siipernatant i¢indeki seker miktaridir (Mitsuiki ve ark., 2005). 240 dakika sonra
hidrolize edilen bugday ve musir nisastalar1 iki kez saf etanol ile yikanarak iyodiir
¢ozeltisi ile 5 dakika muamele edildi ve Olympus CX31 151k mikroskobu ile 400 kat
biiylitme altinda enzim ile etkilestirilmeyen nisastalar kontrol olarak kullanilarak

fotograflandi.

3.34. %0.5’lik Farkli Deterjanlarin a-Amilaz Aktivitesi Uzerine Etkisinin

Arastirilmasi

%0.5’lik deterjan ¢ozeltileri hazirlandi. Her bir tiipe 200 pL deterjan g¢ozeltisi,
200 uL %0.5°lik nisasta ve 10 pL saflastirilmis enzim ilave edildi. Optimum kosullarda

inkiibe edildikten sonra Bernfeld yontemine gore enzim aktivite tayini yapildi.

3.35. Coziiniir ve Coziiniir Olmayan Nisasta Tayini

Olgunlasmamis elmalar toplanip yikandiktan sonra kiiglik pargalara kesildi ve
blendirda iyice ¢ekildi. Daha sonra 1000 rpm’de 20 dakika santrifiij edildikten sonra 90
°C’de 5 dakika bekletilerek pastorize edildi. Pelet esit hacimlerde 6nce 2M HCI ve daha
sonra 2M NaOH ile sirasiyla muamele edildi. 0.1 M asetat tamponu (pH 4.6) ile
seyretilerek iyodiir yontemine gore ¢Oziiniir olmayan nigasta miktar1 hesaplandi.
Coziiniir nisasta miktar1 ise siipernatant kullanilarak aym yontemle tespit edildi. Aym
zamanda ¢Oziiniir ve ¢oziiniir olmayan elma nisastasi saflagtirllmis amilaz ile inkiibe
edilerek nisasta giderimi iyodiir yontemine gore asagidaki formiil kullanilarak
hesaplandi.

Iyodiir Yontemi: 0.1 M iyot ¢ozeltisi ile potasyum iyodiir ¢ozeltisi (5g/100mL)
ayni hacimlerde karigtirildi. 1 mL nisasta i¢ceren ornek 0.5 mL iyodiir ¢ozeltisi ile
karistirilarak oda sicakliginda 10 dakika bekletildi ve 615 nm’de spektrofotometrede
absorbanslari tayin edildi.

%Nisasta Giderimi = [ (Nipgs - Nigon)/Nipa]x100

Nip, = Baslangigtaki Nisasta Miktari

Nion = Son Nisasta Miktari

Lo
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3.36. Elekroforez
3.36.1. Nondenatiire poliakrilamid jel elektroforezi ( Laemmli )
3.36.1.1. Jelin hazirlanmasi

Calismalarimizda %10°1luk jel kullanildi. Ayirma jeli i¢in, 3.3 mL akrilamid / bis
akrilamid, 1.35 mL 0.1 M Tris-HCI (pH: 8.8 ), 4.8 mL saf su, 75 pL %10’luk APS
(Amonyum persiilfat), 7.5 pL %10°Iuk SDS, 660 pL %3’liik nisasta ve 10 pL TEMED
(N, N, N', N'-tetrametiletilendiamin)’den olusan ayirma jeli buz icerisinde ve stirekli
magnetik karistirici ile karistirllarak hazirlandi.

Konsantrasyon jeli i¢in, 520 pL akrilamid/bis akrilamid, 1 mL 0.1 M Tris-HCI
(pH: 6.8) , 20 puL %10’luk APS, 4 pL. TEMED, 4 pL %10°luk SDS ve 2.44 mL saf
sudan olusan karisim hazirlandi. Islemler buz igersinde ve karigtirilarak yapildi.

Iki cam levha arasina 6 cm yiikseklikte ayirma jeli dokiildii, lizerine pastor
pipetiyle, su ile doyurulmus izopropanol konarak hava ile temasi kesildi. Oda 1s1sinda
30-60 dakika polimerizasyon gergeklesti. Polimerizasyon gerceklestikten sonra
izopropanol distile su ile yikandi. Kuyucuklarin olusmas: igin tarak yerlestirildi ve
konsantrasyon jeli dokiildii. Hava ile temasini kesmek i¢in iizerine izopropanol eklendi.

Oda sicakliginda 30-45 dakika polimerizasyon gozlendi.

3.36.1.2. Elektroforez islemi

Standart protein ticari alfa-amilazdan (0.005 g/mL) 30 pL ve 20 pL alindi.
Farkli ependorflar igerisine konulup iizerlerine 15’er pL iz boya eklendi. Elektroforez
yapilacagi zaman jelin tizerindeki su uzaklastirildi. Saflastirilmis enzim ¢ozeltisinden 30
uL alip bir ependorf icerisine konulup {izerlerine 15 pL iz boya eklendi. Ornekler
kuyucuklara konuldu. 1.00 mm’lik jele 40 mA akim verildi ve 2 saat sonra elektroforez
islemi tamamlandi. Camlar arasindaki jel ¢ikarildiktan sonra, Bacillus vallismortis’ten
elde edilen a-amilaz 0.1 M sitrik asit tamponu (pH 5.0), Bacillus mojavensis’ten elde
edilen a-amilaz i¢in 0.2 M sodyum fosfat tamponu (pH 6.0) igerisinde 1 saat bekletildi.
Daha sonra 0.1 M Tris-HCI (pH 6.0)’de bekletildi. Sonra tampon ¢ozeltisi dokiiliip
lizerine iyot soliisyonu eklendi ve yarim saat sonra incelemeye alindi (Laemmli, 1970;

Matzka, 2000).
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4. BULGULAR VE TARTISMA -

4.1. Biyokimyasal Testler
4.1.1. Gram boyama

Bacillus vallismortis ve Bacillus mojavensis’ten elde edilen kononiler Gram
Boyama Yontemi ile boyanarak fotograflandi. Sekil 4.1 ve 4.2°de gériildiigii gibi iki
bakteri susunda da gram (+) bakteri oldugu belirlendi.
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Sekil 4.2. Bacillus mojavensis gram boyama (+)
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4.1.2. Katalaz testi

Iki bakteri susundan elde edilen koloniler katalaz testine tabi tutuldu. Test
sonuglarina gére Bacillus vallismortis ve Bacillus mojavensis bakterilerinin katalaz
enzimi sentezledikleri (katalaz pozitif) tespit edildi.

4.1.3. Oksidaz testi

Oksidaz testi sonucuna gore Bacillus vallismortis ve Bacillus mojavensis
bakterilerinde sitokrom oksidaz enziminin varligi (oksidaz pozitif) tespit edildi.
Sonuglar fotograflanarak Sekil 4.3 ve 4.4°te gosterildi.

Sekil 4.3. Bacillus vallismortis oksidaz testi

Sekil 4.4. Bacillus mojavensis oksidaz testi
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4.1.4. Antibiyotiklere duyarhhk testi

Iki bakteri susu igin yapilan antibiyotik duyarhilik testi Sekil 4.5 ve 4.6’da
fotograflanarak gosterildi. Test sonuglarina gore (Tablo 4.1) Bacillus vallismortis’in

sefotaksime, Bacillus mojavensis ise sefotaksim ve penisiline direngli oldugu, bunlarin

- diginda kullamilan diger antibiyotiklere duyarh olduklan belirlendi.

Sekil 4.6. Bacillus mojavensis antibiyotiklere duyarlilik testi
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Tablo 4.1. Antibiyotiklere duyarlilik testi

o ] DUYARLI/DIRENCLI BAKTERI
ANTIBIYOTIK ADI
S I R B.vallismortis | B.mojavensis

GENTAMISIN 10 MC >15 | 13-14 | <12 30 34
ERITROMISIN 15 MC >23 | 1422 | <I3 31 33
TRIMETHOPRIM+SULFAMETOKSAZOL

>16 | 11-15 | <10 29 31
25 MC
SEFOTAKSIM 30 MC >26 2325 <2 22 9
TEIKOPLANIN 30 MC >18 | 13-17 | <I2 18 21
SEFOKSITIN 30 MC >22 <21 33 29
KLINDAMISIN 2MC >21 | 1520 | <14 22 21
PENISILIN G 10 MC >29 <28 35 28
TETRASIKLIN 30 MC >19 | 15-18 | <14 27 25
LINEZOLID 30 MC >21 <20 32 32

4.1.5. API 20 NE testi

B. vallismortis ve B. mojavensis i¢in yapilan API 20NE testi sonuclari
fotograflanarak Sekil 4.7 ve Sekil 4.8°de gosterildi. Tablo 4.2°de goriildiigi gibi iki
bakteri susunun da biyokimyasal bir test olan API 20NE sonuglarinin benzer oldugu
belirlendi. Test suglarina gore iki bakteri susunun da; Potasyun Nitrat (KNOs), Eskulin
Ferric Citrate (ESC), Gelatin (Bovin) (GEL), 4-Nitrofenil B-D-Galaktopiranazid
(PNPG), D-Glukz (Asimilasyon) (GLU) testlerinin sonuglarinin pozitif oldugu tespit
edildi. L-Triptofan (TRP), Ure (URE), L_Arabinoz (ARA), D-Mannoz (MNE), D-
Mannitol (MAN), N-Asetil-Glukozamin (NAG), D-Maltoz (MAL), Potasyum Glukonat
(GNT), Kaprik Asit (CAP), Adipik Asit (ADI), Malik Asit (MLT), Trisodyum Sitrat
(CIT), Fenilasetik Asit (PAC) testlerinin negatif oldugu belirlendi.
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Sekil 4.8. Bacillus mojavensis API 20 NE testi
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Tablo 4.2. API 20 NE testi

APIi20 NE
TESTLER | AKTIF iCERIK REAKSIYON/ENZIMER SONUC
NO; POTASYUM NITRAT %\HT}?ATI NITRETE POZITIF
INDIRGEME
TRP L-TRIPTOFAN INDOL URETIMI NEGATIF
GLU D-GLUKOZ FERMENTASYON NEGATIF
ADH L-ARGININ ARGININE DIHYDROLAZ NEGATIF
URE URE UREAZ NEGATIF
ESC ESCULIN FERRIC CITRATE HYDROLIZ ®- POZITIF
GLUKOSIDAZ)
GEL GELATIN (BOVIN) HYDROLIZ (PROTEAZ) POZITIF
PNPG A-NIROFENIL-BD- B-GALAKTOSIDAZ POZITIF
GALAKTOPIRANAZID
GLU D-GLUKOZ ASIMILASYON POZITIF
ARA L-ARABINOZ ASIMILASYON NEGATIF
MNE D-MANNOZ ASIMILASYON NEGATIF
MAN D-MANNITOL ASIMILASYON NEGATIF
NAG N-ASETIL -GLUKOZAMIN ASIMILASYON NEGATIF
MAL D-MALTOZ ASIMILASYON NEGATIF
GNT POTASYUM GLUKONAT ASIMILASYON NEGATIF
CAP KAPRIK ASIT ASIMILASYON NEGATIF
ADI ADIPIK ASIT ASIMILASYON NEGATIF
MLT MALIK ASIT ASIMILASYON NEGATIF
CIT TRISODYUM SiTRAT ASIMILASYON NEGATIF
PAC FENILASETIK ASIT ASIMILASYON NEGATIF

4.2. Farkl Inkiibasyon Siirelerinin o-Amilaz Uretimi Uzerine Etkisinin

Arastirilmasi

Farkli inkiibasyon strelerinin (12, 24, 36, 48, 72 ve 96. saatler) Bacillus
vallismortis ve Bacillus mojavensis'ten o-amilaz tretimi tizerine etkisi incelendi. Elde
edilen sonuglar Sekil 4.9'da gosterilmistir.

12 saat inkiibasyon sonunda Bacillus vallismortis ve Bacillus mojavensis igin o-

amilaz tretim miktarlar sirasiyla 2017.28 U/mg ve 1480.38 U/mg olarak bulundu. B.



vallismortis ve B. mojavensis’ten a-amilaz iiretiminde, inkiibasyon siiresi 12 saatten 24
saate ¢ikarildiginda, enzim iiretiminin sirastyla yaklasik %24 ve %51 arttig1, 24 saatten
36 saate gikarildiginda ise 24. saate kiyasla %54 ve %55 arttig1 tespit edildi. Inkiibasyon
siiresi 36 saaten 48 saate yiikseldiginde B. vallismortis ve B. mojavensis igin enzim
iiretiminin sirasiyla yaklagik %6 ve %9 azaldig: belirlendi.

36. saatten sonra bakteri tiremesindeki azalmaya bagh olarak enzim iiretiminin
azaldigim diisiinmekteyiz (bakteri iiretimi sonuglar1 gosterilmemistir). Bu azalmanin
nedenlerinin; ortamda olusan metabolik atiklar ve toksik bilesikler, oksijen ve besin
miktarinda azalma ve bunlara bagli olarak da ortamin pH degerinin degismesi oldugu
kanaatindeyiz. Elde ettigimiz sonuglara gore en yiiksek enzim {iretimi B. vallismortis
icin 3832.08 U/mg ve B. mojavensis ig¢in 3473.085 U/mg olarak 36 saat inkiibasyon
siiresinde elde edildi ve bundan sonraki ¢aligmalarimizda bu siire inkiibasyon siiresi
olarak belirlendi.

Benzer sekilde Ozdemir ve ark. (2009), kati-hal fermantasyon teknigi ile (SSF)
Bacillus subtilis’ten ekstraselliiler amilaz iiretimini 72 saat fermantasyon sonucu elde
etmislerdir. Pancha ve ark. (2010), Merkez Tuz ve Deniz Kimyas1 Arastirma Enstitiisii
deneysel tuz ¢iftliginden izole edilen Bacillus sp.’den en yliksek termostabil amilaz1 48
saat inkiibasyon siiresinde elde etmislerdir. Ozdemir ve ark. (2011), Dicle Universitesi
Kampiis alanindaki toprak érneklerinden izole ettikleri Bacillus subtilis’ten en yiiksek

enzim iiretimini 24 saat inkiibasyon sonunda tespit etmislerdir.
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Sekil 4.9. Farkli inkiibasyon stirelerinde a-amilaz iiretimi
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4.3. Farkh Sicakhk Degerlerinin a-Amilaz Uretimi Uzerine Etkisinin Arastirilmas:

Farkli sicaklik degerlerinin (20, 25, 30, 35, 40, 45 ve 50 °C) a-amilaz tretimi
{izerine etkileri test edildi. Sonuglar Sekil 4.10'da gosterilmistir.

20 °C’de Bacillus vallismortis ve Bacillus mojavensis i¢in a-amilaz {retimi
sirasiyla 348.54 U/mg ve 997.22 U/mg olarak bulundu. B. vallismortis ve B.
mojavensis’ten a-amilaz iiretiminde sicakligin 20 °C’den 25 °C’ye ¢ikarilmasiyla o-
amilaz tiretiminin sirastyla yaklasik %958 ve %182 arttig tespit edildi. Inkiibasyon
sicaklign 25 °C’den 30 °C’ye yiikselmesiyle o-amilaz {iretiminin sirasiyla yaklagik %1
ve %20 arttign belirlendi. Inkiibasyon sicakligt 30 °C’den 35 °C’ye yiikselmesiyle a-
amilaz tiretiminin sirasiyla yaklasik %3 ve %2 arttig1 tespit edildi.

B. vallismortis ve B. mojavensis’ten a-amilaz {retiminde inkiibasyon
sicakligmin 35 °C’den 40 °C’ye yiikselmesiyle o-amilaz {iretiminin sirasiyla %3 ve
%15 azaldigi ve daha yilksek inkiibasyon sicakliklarinda inkiibasyon sicakliginin
artigina paralel bir sekilde a-amilaz tiretiminin azladig1 belirlendi.

" 25 °C'nin altinda ve 40 °C’nin izerindeki inkiibasyon sicakliklarinda a-amilaz
{iretiminin  azalmasinimn, bakteri  iremesindeki azalmadan kaynaklandigini
diisiinmekteyiz. Bu sonuglar degerlendirildiginde, a-amilaz tretiminde B. vallismortis
icin 25-40 °C araliginin, B. mojavensis igin ise 30-35 °C aralifmin oldukg¢a uygun
oldugu tespit edildi. B.vallismortis ve B. mojavensis igin en yiiksek enzim Uretimi
sirastyla 3832.08 U/mg ve 3473.08 U/mg olarak 35 °C’de elde edildi. Bundan sonraki
calismalarimizda her iki bakteri susu i¢in inkiibasyon sicakligi olarak 35 °C kullanild1.

Benzer sekilde Najafi ve ark. (2005), topraktan izole ettikleri Bacillus subtilis
AX20°den en yiiksek amilaz aktivitesini kiiltiirin 37 °C’de biiytitiilmesi ile birlikte
duragan faz asamasinda tespit etmislerdir. Ozdemir ve ark. (2009), kati-faz
fermantasyon (SSF) teknigi ile Bacillus subtilis’ten ekstraselliiler amilaz {iretimini
calismislar ve en yiiksek amilaz iiretimini 37 °C’de elde etmislerdir. Sharma ve
Satyanarayana (2011), Bacillus acidicola TSAS12’den batik fermantasyon teknigi ile a-
amilaz {iretiminin optimizasyonunu ¢aligmiglar ve en yiiksek enzim iiretiminin 33
°C’deki inkiibasyon kosullarinda elde edildigini tespit etmislerdir. Caligmalarimizda en
yiiksek amilaz iiretimini elde ettigimiz 35 °C sicaklik degeri, Bacillus suslariyla ¢aligma

yapilan yukarida belirtilen aragtirmalarla benzer sonuglar gostermistir.
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Sekil 4.10. Farkl sicaklik degerlerinde a-amilaz iiretimi

4.4. Farkh pH Degerlerinin a-Amilaz Uretimi Uzerine Etkisinin Arastirilmas:

Enzim tiretimi {izerine farkli pH degerlerinin (4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0 ve 10.0)
etkisi incelendi. Sekil 4.11°de goriildiigii gibi pH 4.0°da a-amilaz iiretimi B. vallismortis
ve B. mojavensis igin sirasiyla 383.90 U/mg ve 367.24 U/mg iken pH 5.0’da 3791.46
U/mg ve 2747.76 U/mg oldugu belirlendi. inkiibasyon pH’s1 5.0’dan 6.0’a arttiginda B.
vallismortis igin a-amilaz iiretiminde yaklasik %18 artig goriildii. B. mojavensis igin
ikiibasyon pH’s1 5.0°dan 7.0’a arttifinda a-amilaz iiretiminde yaklasik %26 artis
gorildii.

iki bakteri susundan da pH 8.0, 9.0 ve 10.0’da enzim iiretiminde ¢ok énemli bir
azalmanin olmadig: belirlendi. Optimum inkiibasyon pH’simin B. vallismortis ve B.
mojavensis igin sirasiyla 6.0 ve 7.0 oldugu tespit edildi. Bundan sonraki
calismalarimizda enzim {iretimi icin bu pH degerleri kullanildi.

Benzer sekilde Saxena ve ark. (2007), yiiksek termostabil amilaz iireten Bacillus
sp. PN5’den amilaz iiretimini pH 7.0 ortaminda elde etmislerdir. Pancha ve ark. (2010),
Merkez Tuz ve Deniz Kimyasi Arastirma Enstitiisii deneysel tuz ciftliginden izole
ettikleri Bacillus sp.’den termostabil amilaz iiretimini pH 7.0 de gergeklestirmislerdir.
Fincan ve ark. (2014), Afyon, Omer’deki sicak su kaynaklarindan izole ettikleri
Anoxybacillus flavithermus’tan izole ettikleri a-amilaz i¢in optimum pH'y1 6.0 olarak
tespit etmiglerdir. Elde ettigimiz sonuglar yukarida belirtilen literatiirler ile uyum

gostermektedir.

45



2
@)

w b
g 8
o O

| 4500 /\
—

2
o

2500 2
—e— B.vallismortis

2
=)

B. mojavensis

Enzim Unite (U/mg)

1500

3
o

o 8

Sekil 4.11. Farkli pH degerlerinde a-amilaz iiretimi

4.5. Farkh NaCl Konsantrasyonlarinin a-Amilaz Uretimi Uzerine Etkisinin
Arastirtlmasi

Farkli NaCl konsantrasyonlarinin (%2.5, %5, %7.5 ve %10) a-amilaz iiretimine
etkisi incelendi. Sekil 4.12°te goriildiigii gibi B. vallismortis’ten a-amilaz {iretiminde
%2.5, %5, %7.5 ve %10 NaCl konsantrasyonlarinda kontrole kiyasla sirasiyla yaklagik
%16, %17, %48 ve %79 disiis tespit edildi. B. mojavensis’te ise aym NaCl
konsantrasyonlarinda sirasiyla %47, %52, %81 ve %91 diisiis belirlendi. Bu sonuglara
gére enzim iiretiminin, NaCl konsantrasyonundaki artiga paralel olarak azaldig: tespit

edildi.
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Sekil 4.12. Farkli NaCl konsantrasyonlarinda o-amilaz iiretimi
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4.6. Farkli Azot Kaynaklarmin a-Amilaz Uretimi Uzerine Etkisinin Arastirilmasi

Besiyerlerindeki son konsantrasyonlart %1 olacak sekilde eklenen farkli azot
kaynaklarmn (iire, amonyum siilfat, amonyum asetat, metiyonin, glisin ve amonyum
tiyosiyanat) o-amilaz {iretimi Uzerine etkisi Sekil 4.13’te goriilmektedir. B.
vallismortis’ten a-amilaz iiretimi incelendiginde, iire ve amonyum asetatin bulundugu
ortamda oa-amilaz iiretiminin kontrole kiyasla sirasiyla yaklasik %2 ve %l arttig:
gozlendi. Azot kaynadi olarak amonyum siilfat, metiyonin, glisin ve amonyum
tiyosiyanat kullanildiginda a-amilaz iiretiminin kontrole kiyasla sirasiyla yaklasik %2,
%28, %29 ve %11 distiigii belirlendi. B. mojavensis’ten o-amilaz Uretimi
incelendiginde ise iire, amonyum siilfat, amonyum asetat ve amonyum tiyosiyanat
bulundugu ortamda kontrole kiyasla a-amilaz tiretiminin sirastyla yaklasik %3, %6, %5
ve %8 arttign tespit edildi. Metiyonin ve glisin bulunan ortamda o-amilaz iiretiminde
%22 ve %11 azalma oldugu belirlendi.

Benzer sekilde, Krishna ve Chandrasekanon (1996), muz sap1 Bacillus subtilis
CBTK 106 tarafindan Substrat olarak kullanilarak, SSF yontemiyle azot kaynagi olarak
%1°lik amonyum siilfat veya amonyum nitrat ve %0.5’lik et 6ziitii veya peptonun enzim
sentezini uyardigi sonucuna varmiglardir. Mulimani ve ark. (2000), SSF yontemiyle
Gibberella fujikuroi’den en yiiksek o-amilaz tiretimini incelemisler, bugday kepegini
substrat olarak kullanarak ve %2.5’lik azot kaynag ilavesi yaparak, en yiiksek aktiviteyi
amonyum siilfath ortamda tespit etmislerdir. Ramachandra ve ark. (2004), COC
(Coconat oil cake) Aspergillus oryzae tarafindan substrat olarak kullamilarak, SSF
yontemiyle azot kayna@i olarak %]1°lik amonyum siilfatin a-amilaz aktivitesini
uyardigint tespit etmislerdir. Ozdemir ve ark. (2011), Afyonkarahisar, Gazhigol’deki
sicak su kaynaklarindan izole ettikleri Anoxybacillus flavithermus igin en yiiksek amilaz

tiretimini %1 pepton ortaminda tespit etmislerdir.
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Sekil 4.13. Farkl azot kaynaklarinda a-amilaz iiretimi

4.7. Farkh Karbon Kaynaklarimin a-Amilaz Uretimi Uzerine Etkisinin
Arastirtlmasi

%]1°lik karbon kaynaklarinin (siikroz, fruktoz, nisasta, glukoz, galaktoz ve
laktoz) o-amilaz {iretimi {izerine etkisi test edildi. Sekilde 4.14’te goriildiigi gibi B.
vallismortis ve B. mojavensis’ten o-amilaz {iretiminde test edilen tiim karbon
kaynaklarimin kontrole kiyasla enzim iiretimimde azalmaya neden oldugu saptandi. B.
vallismortis’ten a-amilaz {iretiminde, ortamda siikroz, fruktoz, nigasta, glukoz, galaktoz
ve laktoz varliginda, kontrole kiyasla sirastyla %31, %47, %57, %32, %98 ve %93
azalma meydana geldigi belirlendi. B. mojavensis’ten a-amilaz iiretiminde, ortamda
siikroz, fruktoz, nisasta, glukoz ve galaktoz varliginda, kontrole kiyasla, sirasiyla %34,
%42, %69, %41 ve %96 azalma meydana geldigi goriildi. Laktoz bulunan ortamda B.
mojavensis’in a-amilaz {iretmedigi tespit edildi. Calisilan karbon kaynaklar i¢inde en
yiiksek amilaz iiretimi B. vallismortis i¢in 3064.63 U/mg ve B. mojavensis i¢in 2285.32
U/mg olarak siikroz bulunan ortamda tespit edildi. Her iki bakteride de kullamlan
karbon kaynaklarinda enzim iiretiminin azalmasinin nedeninin katabolik represyon
oldugunu diisiinmekteyiz.

Elde edilen sonuglara gore, B. vallismortis ve B. mojavensis’ten elde edilecek a-
amilazin iiretimini arttirmak igin besiyeri bilesimine test edilen karbon kaynaklarim
eklemeye gerek olmadig: belirlenmistir.

Krishna ve Chandrasekanon (1996), muz sap1 Bacillus subtilis CBTK 106
tarafindan substrat olarak kullanilarak, SSF yontemiyle %0.1°lik nigasta eklentisinin a-
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amilaz sentezini uyardigim tespit etmiglerdir. Ayrica glukoz ilavesinde o-amilaz
aktivitesinin goériilmedigini bildirmislerdir. Hamilton ve ark. (1999), Bacillus sp. IMD
435°’den o-amilaz iiretimini ¢alismiglar, glukoz ve fruktoz ihtiva eden besiyerinde
amilaz aktivitesinin goriilmedigini rapor etmislerdir. Mulimani ve arkadaslar, (2000)
SSF yontemiyle Gibberella fujikuroi tarafindan bugday kepegi substrat olarak
kullanilarak %1°lik glukozun kontrolden diisiik ¢iktigim tespit etmiglerdir.
Ramachandra ve ark. (2004), COC (Coconat oil cake) Aspergillus oryzae tarafindan
substrat olarak kullamilarak, SSF yontemiyle %2 seker ilavesinden sonra siikrozun a-
amilaz aktivitesinde higbir etkisinin olmadigim bildirmislerdir.

m B.vallismortis
= B. mojavensis
QN

Karbon Kaynag: (%1)

4500
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Sekil 4.14. Farkli karbon kaynaklarinda a-amilaz iiretimi

4.8. Farkh Surfaktanlarn a-Amilaz Uretimi Uzerine Etkisinin Arastiriimasi

Triton-X100 ve Tween-20’nin, besiyerlerindeki farkli konsantrasyonlarmin
(%0.05, %0.1 ve %0.5) o-amilaz iiretimi iizerine etkisi cahisildi. Sekil 4.15°de
goriildiigii gibi en yiiksek o-amilaz tiretimi B. vallismortis igin %0.5 Tween-20 bulunan
ortamda kontrole kiyasla %12 artigla 5028.2 U/mg olarak bulundu. B. mojavensis igin
en yiiksek a-amilaz iiretimi ise %0.05 Tween-20 eklenen ortamda kontrole kiyasla %23
artigla 4282.69 U/mg olarak elde edildi. Genel olarak surfaktanlar hiicre yiizeyini
genisletebilir ve hiicre yiizeyindeki porlarin geniglemesine neden olabilirler. Bu durum
salgilanan enzimlerin hiicreden daha kolay bir sekilde ¢ikmasina neden olmaktadir.
Enzim iiretimindeki artiglarin nedeninin hiicre yiizeyindeki porlarin genislemesi oldugu
diistintilmektedir.
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Benzer sekilde Ozdemir ve ark. (2011), Dicle Universitesi kampiis alanindaki
toprak orneklerinden izole ettikleri Bacillus subtilis’ten en fazla a-amilaz iiretimini
(7516 U/ml) %0.05 Tween-40 iceren bazal ortam A igerisinde elde etmiglerdir. Elde
edilen sonuglar Ozdemir ve ark. (2015)’mn galismalariyla da uyum géstermektedir.

6000

Enzim Unite (U/mg)

m B.vallismortis

% B. mojavensis

Surfaktan (%)

Sekil 4.15. Farkh surfaktanlarda o-amilaz iiretimi

4.9. Farkh Tarimsal Atiklarm a-Amilaz Uretimi Uzerine Etkisinin Arastirilmasi

Besiyerlerine %2 oraninda eklenen tarimsal atiklarin (elma kabugu, portakal
kabugu, muz kabugu, arpa kepegi, bugday kepegi, fasulye kiispesi, fistik kabugu ve
fistik yapragi) a-amilaz {iretimi iizerine etkisi incelendi. Bu tarimsal atiklardan fistik
yapragi ve fistik kabugunun bakteri gelisimini inhibe ettigi ve buna paralel olarak da
enzim tiretiminin gerceklesmedigi tespit edildi. Sekil 4.16 incelendiginde elma kabugu,
portakal kabugu, muz kabugu, arpa kepegi ve fasulye kiispesinin kontrole kiyasla a-
amilaz iiretiminde azalmaya neden oldugu goriildii. Kullanilan tarimsal atiklar i¢inde B.
vallismortis ve B. mojavensis’ten en yiikksek amilaz iiretimi arpa kepegi bulunan
besiyerinde elde edildi. Bu tarimsal atiklanin o-amilaz iiretiminde azalma meydana
getirmesinin nedeni olarak elma kabugu, muz kabugu, arpa kepegi ve fasulye
kiispesinin seker igeriginin fazla olmasinin enzim iretimini baskilamas: oldugunu

diigiinmekteyiz.
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Sekil 4.16. Tarimsal atiklarin a-amilaz iiretimi iizerine etkisi

4.10. Farkh Metallerin a-Amilaz Uretimi Uzerine Etkisinin Arastirilmasi

Konsantrasyonlar1 100, 250 ve 500 mg/L olacak sekilde hazirlanan MnClI,,
NiCl,, CaCl,, PbCl,, CuCl, ve CdCl,’iin 0-amilaz iiretimine etkisi incelendi (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. incelendiginde B. vallismortis’ten a-amilaz iiretiminde ortamda 250
mg/L CaCl, varliginda a-amilaz iiretiminin kontrole kiyasla %10 artig gosterdigi
belirlendi. B. mojavensis’ten o-amilaz iiretiminde ise ortamda 250 mg/I. MnCl,
varliginda kontrole kiyasla %27 arttig1 belirlendi. B. vallismortis ve B. mojavensis’te
500 mg/L MnClL ile 250 ve 500 mg/L NiCl, konsantrasyonlarinin bakteri tiremesinde
inhibisyon etkisi gosterdigi tespit edildi (bakteri iiretim sonucu gosterilmemistir). 100,
250 ve 500 mg/L PbCI, bulunan ortamlarda o-amilaz iiretiminin konsantrasyon oranina
paralel olarak artig gosterdigi goriildii. 500 mg/L PbCl, varhginda B.vallismortis ve B.
mojavensis’ten a-amilaz iiretiminin kontrole kiyasla sirasiyla yaklasik %4 ve %8 arttig
gézlemlendi. B. vallismortis ve B. mojavensis’te CuCl,’lin artan konsantrasyonlarinda
paralel bir inhibisyon sergiledigi goriildii. Ortamda CdCI, varhgmin a-amilaz iiretimini
onemli Slgiide azalttig1 belirlendi.

Poli ve ark. (2009), agir metallerin mikroorganizmalarin gelismesi {izerine
etkilerini 0.01-20 mM’1 kapsayan konsantrasyonlarda cesitli iz metaller, (Ni*%, Zn™,
Co'?, Hg'?, Mn'?, Cr'$, Cu™?, Fe™ ve Cd™) ile fermente tanklarda gozlemlemislerdir. 4.
amylolyticus bakterisinde o-amilaz biyosentezi ve aktivitesi lizerine agir metallerin
etkisini  arastirmiglar, bakteriler agir metallerin uygulamas: ile birlikte

gelistirildiklerinde a-amilaz iiretiminde azalmanin oldugu, buna bagh olarak a-amilaz
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aktivitesinde azalma gozlemlediklerini bildirmislerdir. Prakash ve ark. (2009), halofilik

bakteri susu Chromohalobacter sp. TVSP 101 susundan hiicre disi, halotolerant, alkali-

stabil ve 1limhi termofilik a-amilaz iiretimini bildirmisler, 50 mM CaCl,’lin ortama

eklenmesinin amilaz {iretimini %29 arttirdigini bildirmislerdir. Elde ettigimiz sonuglar

Parakash ve ark. (2009) ve Poli ve ark. (2009) ile benzerlik gostermektedir.

Tablo 4.3. Bazi metallerin a-amilaz iiretimine etkileri

Enzim Unite (U/mg)
Metaller mg/L
B. vallismortis B. mojavensis
100 4220.76 364823
MnCl, 250 4849.34 4398.66
500 - -
100 3889.45 2954.10
NiCl, - 250 - -
500 - -
100 4314.25 3462.11
CaCl, 250 4913.44 3700.46
500 4822.20 3682.61
100 3956.60 3078.56
PbCI, 250 4172.95 3282.64
500 4635.98 3754.94
100 2402.95 521.28
CuCl, 250 772.66 273.15
500 448.81 253.17
100 468.31 541.10
CdClL, 250 486.04 517.39
500 212.82 455.13
Kontrol - 4471.57 3473.08
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4.11. Bacillus vallismortis ve Bacillus mojavensis’ten Elde Edilen a-Amilazlarin

Saflastirilmasi ve Kinetigi

B. vallismortis ve B. mojavensis’ten elden edilen termostabil a-amilazlar
sirastyla %70’lik amonyum siilfat ¢oktiirmesi, diyaliz ve DEAE-seliiloz kolondan
gecirilerek ii¢ asamada saflastirildi. B. vallismortis’ten elde edilen termostabil a-amilaz,
51-kat ve %30 verimle saflastirildi. B. mojavensis’ten elde edilen termostabil a-amilaz
ise 34-kat ve %18 verim ile elde edildi. Farkli arastiricilar tarafindan degisik
mikroorganizmalardan iiretilen a-amilazlarin saflastirma kat sayilar1 ve verimleri bu
calismadaki sonuglarla paralellik gostermektedir. Chakraborty ve ark. (2011),
Saccharopolyspora sp. A9’dan elde ettikleri a-amilaz1 39.1-kat ve %25.27 verimle,
Agiiloglu ve Enez (2014), Geobacillus stearothermophilus’tan elde ettikleri o-amilazi
65-kat ve %46 verimle ve Agiiloglu Fincan ve ark. (2014), termofilik Anoxybacillus
flavithermus’tan elde ettikleri a-amilazi 51-kat ve %30 verimle saflastirmislardir.

B. vallismortis ve B. mojavensis’ten saflastirilan a-amilazin molekiil agirliklar:
sirastyla 73 ve 74 kDa olarak tespit edildi (Sekil 4.17, Sekil 4.18). Benzer sekilde,
Mamo ve Gessesse (1999), termofilik Bacillus sp.WN11’den saflagtirdiklar1 termostabil
amilaz 1 ve amilaz II'nin molekiil agirliklarmi sirasi ile 76 ve 53 kDa olarak
bulmuslardir. Pandey ve ark. (2000), Bacillus sp.’lerden elde edilen o-amilazlarin
molekiil biiyiikliigiiniin 42-150 kDa arasinda degisiklik gosterdigini rapor etmislerdir.
Arikan ve ark. (2003), topraktan izole ettikleri Bacillus sp. ANT-6Y den saflastirdiklan
termostabil ve alkalin a-amilaz enziminin molekiil agirhigint 94.5 kDa olarak
bulmuslardir. Murakami ve ark. (2007), Bacillus halodurans 38C-2-1"den {irettikleri iki
alkali termotolerant a-amilazin molekiil agirliklarint 105 kDa ve 75 kDa olarak rapor
etmislerdir. Arikan (2008), termofilik Bacillus sp. A3-15ten firetilen alkalin ve
termostabil a-amilazi kismi olarak saflagtirarak SDS-PAGE elektroforez ile 86 kDa ve
60 kDa molekiil agirliklarinda bagimsiz iki band elde etmistir. Michelin ve ark. (2010),
fungus Paecilomyces variotii’den elde ettikleri termostabil o-amilazin molekiil
agirhgimi SDS-PAGE ile yaklagik 75 kDa’luk tek bir band halinde gostermislerdir.
Shafiei ve ark. (2010), Nesterenkonia sp. F susundan amilaz enzimi saflastiriimasin
gergeklestirerek, enzimin molekiil agirligini yaklasik olarak 100-106 kDa olarak tespit
etmislerdir. Agiiloglu Fincan ve ark. (2014), termofilik Anoxybacillus flavithermus’tan
saflastirdiklar1 termostabil a-amilazin molekiil agirligini 60 kDa olarak bulmuslardir.

Agiiloglu Fincan ve Enez (2014), termofilik Geobacillus stearothermophilus’tan
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saflagtirdiklari termofilik a-amilazin molekiil agirligini 63 kDa olarak rapor etmislerdir.
Ozdemir ve ark. (2015), termofilik Anoxybacillus flavithermus sp.’den iirettikleri
termostabik o-amilazin molekiil agirligin 96 kDa olarak tespit etmislerdir. Zafar ve ark.
(2015), Thermotoga petrophila’dan saflastirdiklar1 yiiksek termostabil a-amilazin
molekiil agirligini 70 kDa olarak bulmuslardir.

Substrat olarak ¢oziinlir nisasta kullanilarak B. vallismortis’ten elde edilen
saflastirilmis o-amilazin Ky, ve Vyax degerleri sirasiyla 0.01 mM ve 3.38 MOI dk!
olarak tespit edildi. B. mojavensis’ten elde edilen saflastirilmis o-amilazin K ve Viax
degerleri ise 0.007964 mM ve 2.77 mmol dk™ olarak bulundu. Calismamiza paralel
sekilde, Aguilar ve ark. (2000), Lactobacillus manihotivorans LMG 18010T den elde
ettikleri saflastirilmis a-amilazin Ky, degerini 3.44 mg/mL olarak rapor etmislerdir.
Agiiloglu Fincan ve ark. (2014), thermofilik Anoxybacillus flavithermus’tan elde
ettikleri saflagtirilmis a-amilazin K, ve Vyax degerlerini sirasiyla 0.005 mM ve 3.5

pmol dk™! olarak bulmuslardir.

Tablo 4.4. B. vallismortis’ten a-amilaz saflastirilmasi

Toplam Toplam Spesifik

Basamaklar Aktivite Protein Aktivite V(iz;n S;g?g;:ga
V) (mg) (U/mg)
Ham Ekstrakt 262.972 149.642 1757 100 1
(NH,) SOy 2
Coktiirmesi/Diyaliz 163.765 11.884 13781 62 8
DEAE 78.360 0.881 88981 30 51
Tablo 4.5. B. mojavensis’ten o-amilaz saflastiriimasi
Toplam Toplam Spesifik .
Basamaklar Aktivite Protein Aktivite V(eo;l)m S?(g?z:i;SmIa
(1]
) (mg) (U/mg)
Ham Ekstrakt 283.374 188.444 1.504 100 1
(NH,) SO
Coktiirmesi/Diyaliz 106.705 8.746 12.201 38 8
DEAE 50.929 0.982 51.870 18 34




IR,

Sekil 4.17. B. vallismortis’ten elde edilen saflagtirilmis a-amilazin molekiil agirhiginin SDS-PAGE ile
gosterimi (a) Standart proteinler (b) Selilloz DEAE’dan saflastiriimis enzim (2 pL); Negatif-PAGE (iodin
boyas1 kullamlarak) (c) Standart a-amilaz (d) Selilloz DEAE’den saflastirilmis enzim

Sekil 4.18. B. mojavensis’ten elde edilen saflastirilmis a-amilazin molekiil agirhigimin SDS-PAGE ile
saptanmasi (a) Standart proteinler (b) Diyaliz sonrasi (¢) Selilloz DEAE’den saflagtiriimis enzim; Negatif-
PAGE (iodin boyasi kullanilarak) (d) Standart a-amilaz (e) Seliiloz DEAE’den saflastirilmis enzim
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4.12. Farkl Sicaklik Degerlerinin a-Amilaz Aktivitesi Uzerine Etkisinin

Arastirilmasi

B. vallismortis ve B. mojavensis’ten elde edilen saflastirilmis a-amilaz aktivitesi
tizerine farkli sicaklik degerlerinin (20-90 °C) etkisi Sekil 4.19°da goriilmektedir.

Elde edilen sonuglaraﬁvgére, B. vallismortis’ten elde edilen a-amilaz i¢in 30, 40,
50, 60 ve 70 °C’de aktivite degerlerinde nemli bir degisikligin olmadig: saptandi. En
yiiksek enzim aktivitesi 70 °C’de elde edildi ve 70 °C’deki enzim aktivitesi ile 30, 40,
50 ve 60 °C’deki a-amilaz aktiviteleri karsilastirildiginda rolatif aktiviteler sirasiyla
%95, %98, %98 ve %99 olarak bulundu. Sicaklik 70 °C’den 20 °C’ye dusiiriildiigiinde
ise enzimin aktivitesinde %25 diiglis goriildii. Sicaklik 70 °C’den 80 ve 90 °C’ye
yiikseltildiginde ise enzim aktivitesinde sirasiyla %16 ve %54 diisiis tespit edildi.

B. mojavensis’ten elde edilen a-amilazin optimum aktivitesi de 70 °C olarak
bulundu. 30, 40, 50 ve 60 °C’deki a-amilaz aktiviteleri karsilastirildiginda rolatif
aktiviteler sirasiyla %70, %82, %90 ve %97 olarak tespit edildi. Sicaklik 80 ve 90 °C’ye
yiikseltildiginde ise enzim aktivitesinde sirasiyla %18 ve %76 azalma oldugu belirlendi.
Sicaklik 20 °C’ye diistiriildiiginde ise a-amilaz aktivitesinde %63 diisiis tespit edildi.

Benzer sekilde, Cordeiro ve ark. (2002), a-amilaz enziminin 70 °C’de en yiiksek
aktiviteye sahip oldugunu tespit etmislerdir. Asgher ve ark. (2007), a-amilaz enziminin
optimum sicakligim1 70 °C olarak belirlemislerdir. Asoodeh ve ark. (2010), yeni izole
ettikleri Bacillus sp. ferdowsicou'dan elde edilen saflagtirilmis asidofil o-amilazin
optimum sicakliginin 70 °C civarinda oldugunu tespit etmislerdir. Ozdemir ve ark.
(2011), Dicle Universitesi kampiis alanindaki toprak orneklerinden bir Bacillus susu
izole etmisler, Bacillus subtilis ile yakindan iliskili oldugunu bildikleri bakteriden elde
ettikleri kismen saflastirilmis a-amilaz enziminin en yiiksek aktivitesini 60 °C olarak
tespit etmislerdir. Ozdemir ve ark. (2012), termofilik Anoxybacillus flavithermus
sp.’den saflastirdiklar1 termostabil a-amilazin optimum sicakligimi 70 °C olarak
bulmuslardir. Kumar ve ark. (2013), Bacillus laterosporus’tan elde edilen termostabil -
amilazin {liretim ve karakterizasyonunu c¢alismislar, saflastirilan enzimin optimum
sicaklik degerlerini 60 °C olarak saptamislardir.

Optimum sicakligin 70 °C gibi yiiksek bir sicaklik olmasi ve B. vallismortis’in
30-80 °C sicaklik araliginda, B. mojavensis’in 40-80 °C sicaklik araliginda olduk¢a
yiiksek aktivite gostermelerinin, bu enzimlerin biyoteknolojik kullanimi i¢in énemli bir

avantaj oldugunu diisiinmekteyiz.
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Sekil 4.19. Farkl sicaklik degerlerinde a-amilaz aktivitesi

4.13. Farkh pH Degerlerinin a-Amilaz Aktivitesi Uzerine Etkisinin Arastirilmas:

Farkli pH degerlerinin (3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0, 10.0 ve 11.0) B.
vallismortis ve B. mojavensis’ten elde edilen saflagtirlmis o-amilazin aktivitesine
etkileri test edildi. Sekil 4.16’da goriildiigi gibi pH 4.0°dan 3.0’a diistiigiinde her iki
bakteriden de elde edilen enzimin aktivitesinde keskin bir diisiis oldugu goriilmektedir.
B. vallismortis i¢in optimum enzim aktivitesi pH 5.0 olarak saptandi. pH 5.0’la
karsilagtirdigimizda pH 6.0, 7.0 ve 8.0°daki rélatif enzim aktiviteleri sirasiyla %97, %93
ve %84 olarak belirlendi ve pH 9.0, 10.0 ve 11.0°da ise aktivitenin &nemli 6lgiide
diigerek sirasiyla %55, %19 ve %11 oldugu tespit edildi.

B. mojavensis’ten elde edilen a-amilazin da aktivitesinin pH 3.0°de %7 oldugu,
pH 4.0’a yiikseldiginde ise enzim aktivitesinin %77 oldugu belirlendi. pH 5.0, 6.0 ve
7.0’da a-amilaz aktivitelerinin hemen hemen benzer oldugu ve en yiiksek a-amilaz
aktivitesinin pH 6.0’da oldugu tespit edildi. pH 6.0’dan 8.0, 9.0, 10.0 ve 11.0°¢
yiikseldiginde a-amilaz aktiviteleri sirasiyla %78, %47, %16 ve %13 olarak belirlendi.

Benzer sekilde, Hamilton ve ark. (1999), Bacillus sp. IMD 435°den o-amilaz
iiretmisler, enzimin en yiiksek aktivitesini pH 6.0’da gésterdigini bildirmislerdir. Mamo
ve Gessesse (1999), termofilik Bacillus susu WN11’in hiicre olmayan siipernatantindan
Amyl ve Amyll olmak iizere iki ¢esit a-amilaz saflagtirmislar, iki enzimin de optimum
pH’sim 5.5 olarak bulmuslardir. Konsula ve Liakopoulou-Kyriakides (2004), taze
koyun siitiinden izole ettikleri ilimli termofilik Bacillus subtilis susunu hiicre disi,
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termostabil o-amilaz {iretiminde kullanmislar, enzimin pH 6.5 degerinde en yiiksek
aktivite gosterdigini bildirmiglerdir. Najafi ve ark. (2005), hiicre dis1 a-amilaz iiretme
yetenegi olan Bacillus subtilis AX20’den elde edilen amilazin en iyi pH 6.0’da aktivite
gosterdigini belirtmiglerdir. Liu ve Xu (2008), yeni izole edilmis Bacillus sp. YX-1’den
elde ettikleri yeni bir ham nigasta parcalayict o-amilazin saflagtinlmasim ve
karakterizasyonunu rapor etmigler, enzimin optimum aktiviteyi pH 5.0°da gésterdigini
bildirmislerdir. Asoodeh ve ark. (2010), izole ettikleri Bacillus sp. ferdowsicou’dan elde
edilen asidofil a-amilaz1 saflagtirip karakterize etmisler, enzimin optimum pH’sinin 4.5
civarinda oldugunu saptamiglardir. BoZi¢ ve ark. (2011), Bacillus licheniformis ATCC
9945a tarafindan {iretilen a-amilazin pH 6.5’de optimum aktivite gosterdigi
bulmuglardir. Ozdemir ve ark. (2011), Dicle Universitesi kampiis alanindaki toprak
orneklerinden bir Bacillus susu izole etmisler, kismen saflagtirilmis a-amilaz enzimin en
yiiksek aktivitesini pH 6.0°da tespit etmislerdir.

Sekil 4.20°de goriildiigii gibi optimum pH’min B. vallismortis i¢in 5.0, B.
mojavensis igin 6.0 oldugu tespit edildi. B. vallismortis ve B. mojavensis’ten elde edilen
a-amilazlarin genis pH aralidinda (pH 4.0-8.0) aktivitelerini korudugu belirlenmis olup,
bu durumun enzimin ¢esitli endiistrilerde kullanimi igin 6nemli bir avantaj oldugunu

diisiinmekteyiz.
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Sekil 4.20. Farkh pH degerlerinde a-amilaz aktivitesi
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4.14. Farkh Sicaklik Degerlerinin Zamana Bagh Olarak o-Amilaz Stabilitesine
Etkisi

Saflastirilmis o-amilazin sicaklik stabilitesinin belirlenmesi amaciyla enzim 40,
50, 60 ve 70 °C’de farkli siirelerde (30, 60, 90, 120, 180 ve 240 dakika) inkiibe edildi ve
bu siirelerin sonunda a-amilaz aktivite tayini yapildi.

Sekil 4.21°de gortldiigi gibi B. vallismortis’ten elde edilen a-amilazin
aktivitesini 60 ve 70 °C’de 90 dakika %97°nin tizerinde korudugu belirlendi. Enzimin
40 ve 50 °C’de 240 dakika boyunca %91’in tizerinde aktiviteye sahip oldugu tespit
edildi. 60 °C’de 120, 180 ve 240 dakika sonunda enzim aktivitesinin sirasiyla %86,
%47 ve %22, 70 °C’de ise %67, %28 ve %10 oldugu saptandi.

Sekil 4.22°de B. mojavensis o-amilazinin farkli sicaklik degerlerindeki
stabiliteleri incelendiginde, 40 ve 50 °C’de 240 dakika inkiibasyon sonunda enzim
aktivitesinin sirasiyla %87 ve %77 oldugu tespit edildi. 60 ve 70°C’de 30, 60, 90 120,
180 ve 240 daklkada aktivite sirastyla %90 ve %66, %87 ve %63 %69 ve %59, %37 ve
. %31 %23 ve %18 1le %9 ve %6 oldugu saptandl

Benzer sekilde, Messaoud ve ark. (2004), Bacillus subtilis US116 tarafindan
tiretilen a-amilazin, 70 °C’de 3 saat, 65 °C’de ise 5 saat sonra %50 aktivite kaybina
ugradigini belirlemislerdir. Asoodeh ve ark. (2010), Bacillus sp. ferdowsicou'dan elde
edilen asidofil a-amilazin 75 °C’de 45 dakikalik inkiibasyon sonunda aktivitesini
%75’den daha fazla korudugunu tespit etmislerdir. Bozi¢ ve ark. (2011), Bacillus
licheniformis ATCC 9945a tarafindan iretilen saflastirilmis a-amilazin CaCl,
varliginda 70 °C’de 6 saat inkiibasyondan sonra %55 aktivite gosterdigini tespit
etmislerdir. Haddar ve ark. (2012), Bacillus mojavensis A21’den elde edilen ksilanaz
enzimin 30 °C'den 60 °C'ye kadar 60 dakika inkiibe edildiginde baslangi¢ aktivitesinin

%80’ini korudugunu tespit etmislerdir.
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Sekil 4.21. B. vallismortis a-amilazinmn farkli sicaklik degerlerinde zamana bagh sicaklik stabilitesi
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Sekil 4.22. B. mojavensis a-amilazinin farkhi sicaklik degerlerinde zamana bagh sicaklik stabilitesi

4.15. Farkh pH Degerlerinin Zamana Bagh Olarak a-Amilaz Stabilitesi Uzerine
Etkisi

Saflagtinlmig o-amilaz pH 4.0, 5.0, 6.0, 7.0 ve 8.0’da 30, 60, 90, 120, 180 ve
240 dakika inkiibe edildi ve bu siirelerin sonunda a-amilaz aktivite tayini yapildi (Sekil
4.23, Sekil 4.24).

B. vallismortis’ten elde edilen o-amilazin aktivitesini pH 4.0, 5.0, 6.0 ve 7.0’da

180 dakika inkiibasyon siiresi sonrasinda %90’ iizerinde korudugu belirlendi. a-
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Amilazm pH 4.0, 5.0, 6.0, 7.0 ve 8.0’de 240 dakika inkiibasyon siiresi sonrasinda ise
sirastyla %92, %92, %94, %93 ve %84 aktiviteye sahip oldugu tespit edildi.

B. mojavensis’ten elde edilen a-amilazin pH 4.0, 5.0 ve 6.0°da 90 dakika
inkiibasyon sonunda aktivitesini %90’in {iizerinde korudugu belirlendi. Aym pH
degerlerinde 240 dakika sonunda sirasiyla %70, %85 ve %85 aktiviteye sahip olduklar
bulundu. pH 7.0 ve 8.0°da 90 dakika sonunda aktivitenin sirasiyla, %90 ve %86 oldugu
ve 240 dakika sonunda bu pH degerlerinde aktivitenin sirasiyla, %82 ve %82 oldugu
belirlendi.

Benzer sekilde, Mamo ve Gessesse (1999), termofilik Bacillus WN11’den Amyl
ve Amyll olmak iizere iki ¢esit a-amilaz saflastirmiglar ve pH 5.5-9.0 aralifinda
stabilite gosterdigini bildirmislerdir. Hamidet ve ark. (2008), Bacillus licheniformis’ten
izole ettikleri 1s1ya dayanikli a-amilazi saflastirip, karakterize etmisler, a-amilaz genini
izole edip, sekanslayarak Escherichia coli BL21°de eksprese etmisler, enzimin yiiksek
oranda pH 5.0 ve 10.0 araliginda aktivite gosterdigini bildirmislerdir. pH 5.0, 9.0 ve
10.0°daki aktivitelerini yaklasik olarak, sirasiyla % 89, %96.6 ve %90 olarak elde
etmislerdir. Asoodeh ve ark. (2010), yeni izole ettikleri Bacillus sp. ferdowsicou'dan
elde edilen asidofil a-amilazin pH 3.5-7.0 degerleri arasinda stabil oldugunu
saptamiglardir. Ozdemir ve ark. (2011), Afyonkarahisar, Gazligol’deki sicak su
kaynaklarindan izole ettikleri termofilik Anoxybacillus flavithermus’tan o-amilaz
tiretimini ¢alismislar, enzimim pH 6.0-8.0 araliginda stabil oldugunu tespit etmislerdir.

B. vallismortis ve B. mojavensis’ten elde edilen a-amilazlarin stabilitelerini,
calistigimiz pH aralifinda (pH 4.0-8.0), 240 dakika boyunca, oldukg¢a yiiksek oranlarda
korumalarinin 6zellikle nisastanin sivilastirilmast ve deterjan endustrilerinde kullanimi

i¢in 6nemli bir avantaj oldugunu diisinmekteyiz.
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Sekil 4.23. B. vallismortis o-amilazinin fakli pH degerlerinde zamana bagh stabilite tayini
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Sekil 4.24. B. mojavensis a-amilazinmn farklh pH degerlerinde zamana bagh stabilite tayini

4.16. Farkli NaCl Konsantrasyonlarmin a-Amilaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

Farkli NaCl konsantrasyonlarinin (%2.5, %5, %7.5, %10, %15, %20 ve %25) B.
vallismortis ve B. mojavensis’ten elde edilen a-amilazlarin aktiviteleri iizerine etkisi
incelendi (Sekil 4.25). B. vallismortis a-amilazinin aktivitesinin %2.5, %5 ve %7.5
NaCl konsantrasyonlarinda, kontrole karsilagtirildifinda sirasiyla %98, %97 ve %97
oldugu tespit edildi. Enzimin %10 NaCl varliginda %96 aktivite gosterdigi, NaCl
konsantrasyonu %25’e ¢ikarildiginda ise aktivitenin %92’ye diistiigii belirlendi.
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B. mojavensis a-amilazimn aktivitesi ise %5 ve %7.5 NaCl konsantrasyonlarinda
kontrole kiyasla sirasiyla %87 ve %83 olarak bulundu. Enzimin %10 NaCl varliginda
%75 aktivite gosterdigi, NaCl konsantrasyonu %25’e ¢ikarildiinda ise %61 aktivite
gosterdigi belirlendi. Sekil 4.21°de goriildiigii gibi B. vallismortis ve B. mojavensis o-
amilazlarimin artan NaCl konsantrasyonuna paralel olarak aktivitelerinde azalma oldugu
belirlendi. Bu aktivite kaybinin B. mojavensis’te daha fazla oldugu ve buna gore B.
mojavensis o-amilazinin B. vallismortis a-amilazina gére NaCl’e daha duyarh oldugu
tespit edildi. Cesitli aragtiricilar farkli mikroorganizmalardan {irettikleri a-amilaz
aktivitesi tizerine farkli NaCl konsantrasyonlarinin etkisini test etmiglerdir (Good ve
Hartman, 1970; Deutch, 2002; Parakash ve ark., 2009). Elde ettigimiz deneysel sonuglar
bu ¢aligmalar ile paralellik gostermektedir.
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Sekil 4.25. Farkli NaCl konsantrasyonlarinda a-amilaz aktivitesi

4.17. Farkh Metallerin a-Amilaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

Bu c¢alismamizda CdCl,, PbCl,, CuCl,, CaCl,, NiCl,, CrCl,, HgCl,, AgCl,,
CoCl,, MnCl, ve ZnCly’iin 0.3 ve 1.5 mM konsantrasyonlarinin enzim aktivitesi tizerine
etkisi incelenmisgtir.

Tablo 4.6’da goriildiigii gibi, test edilen tiim metal iyonlarinin 0.3 mM
konsantrasyonunda B. vallismortis’ten elde edilen saflastirilmis a-amilaz aktivitesi
iizerine 6nemli bir etkilerinin olmadig: saptandi. Kontrol ile kargilagtirdigimizda CdCl,,
AgCl, ve ZnCly’iin 1.5 mM konsantrasyonunda o-amilaz aktivitesinde sirasiyla yaklagik
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%43, %21 ve %29 inhibisyona neden oldugu tespit edildi. 0.3 mM HgCl, varliginda a-
amilaz aktivitesi %99 iken, 1.5 mM HgCl, varliginda a-amilaz aktivitesi goriilmedi.

B. mojavensis’ten elde edilen saflastirilmis a-amilazin aktivitesinin ise 0.3 mM
CdCl,, HgCl,, AgCl, ve ZnCl, varhiginda kontrole kiyasla sirasiyla yaklasik %16, %17,
%12 ve %14 azalma gosterdigi belirlendi. 0.3 mM CoCl, ve MnCl, varhiginda ise a-
amilaz aktivitesinde sirasiyla %8 ve %6 artig goriildii. B. mojavensis’ten elde edilen
saflastirilmis a-amilazin 0.3 mM HgCl, varliginda enzim aktivitesinde %18’lik bir
azalmanin oldugu tespit edildi. 1.5 mM HgCl, varliginda ise a-amilaz aktivitesi
goriilmedi. 1.5 mM CdCly, ZnCl, ve AgCl, varliginda o-amilaz aktivitesinde sirasiyla
%78, %56 ve %70 azalma goriiliirken, 1.5 mM CoCl, varliginda %6 artis tespit edildi.

Benzer sekilde, Behal ve ark. (2006), Bacillus sp. AB 04’ten elde ettikleri alkali
a-amilaz enziminin karakterizasyonu iizerine c¢aligmislardir. Ca*? ve Co™ iyonlarmin
enzim aktivitesini gii¢lii bir oranda arttigini tespit etmislerdir. Asgher ve ark. (2007),
termofilik Bacillus subtilis JS-2004’ten temostabil a-amilaz enzimi iretimini ve
karakterizasyonunu  gerceklestirmiglerdir. Ca™un enzim aktivitesi iizerinde iyi bir
aktivator oldugunu, Co™ Cu? ve Hg"™ tarafindan enzimin giiglii bir sekilde inhibe
edildigini, Mg, Zn*, Fe"2, Mn" ve Ni** iyonlarindan enzimin daha az etkilendigini
bulmuslardir. Bozi¢ ve ark. (2011), Co™, Ni? ve Ca™ enzim aktivitesini hafiften
arttirirken Hg™'nin enzim aktivitesini inhibe ettigini saptamiglardir. Bununla birlikte,
cesitli metallerin saflastirilmis o-amilaz aktivitesi tizerine etkileri Mamo ve Gessesse
(1999), Agiiloglu Fincan ve Enez (2014) ile Liu ve ark. (2015), tarafindan da test

edilmistir. Elde ettigimiz sonuglar bu ¢aligmalar ile benzerlik gostermektedir.
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Tablo 4.6. 0.3 ve 1.5 mM konsantrasyondaki metallerin a-amilaz aktivitesi iizerine etkileri

B. vallismortis B. mojavensis

Metaller
0.3 mM 1.5 mM 0.3 mM 1.5 mM

Kontrol 100 100 100 100
CdCl, 98.3 57.5 84.2 224
PbCl, 100.5 102.8 97.7 97.5
CuCl, 100.6 101.8 99.4 100.2
CaCl, 100.3 102.2 94.4 99.1
NiCl, 100 103.1 96.1 100
CrCl, . 100 . , 102.7 93.7 _ 100.3
HgCl, 99.3 0 82.6 0
AgCl, 100.9 79.6 87.8 443
CoCl, 101.1 103.7 108.4 106.7
MnCl, 101.4 102.5 106.5 96.9
ZnCl, 98.4 71.7 86.1 30.7

4.18. B. vallismortis ve B. mojavensis’ten Elde Edilen a-Amilazin Farkh

Nisastalardaki Aktivitesinin Incelenmesi

B. vallismortis ve B. mojavensis tarafindan tretilen saflastirilmis a-amilazlarin
farkli nisasta endiistrilerindeki kullanilabilirligini test etmek icin ¢oziinlir bugday,
¢Oziiniir patates, ticari bugday ve ticari misir nisastalar1 substrat olarak kullanildi.
Sonuglar Sekil 4.26°da goriilmektedir. Bu sonuglara gére B. vallismortis’ten elde edilen
saflastirilmis enzimin ticari bugday nisastasi, ¢ozlniir patates nisastast ve ticari misir

nisastalarini ¢6ziintir bugday nisastasina kiyasla sirastyla %85, %93 ve %82 oranlarinda
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ve benzer sekilde B. mojavensis’ten elde edilen saflagtinlmig enzimin ise sirasiyla %73,
%385 ve %73 oranlarinda parcaladig tespit edildi.

: ® B. vallismortis
- ® B. mojavensis

Nisasta Bugday Patates Misir
(Kontrol) (Ticari) {Cozindr) (Ticari)

Farkh Nisastalar
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Sekil 4.26. Farkh nigastalarda a-amilaz aktivitesi

4.19. Etanol ve -Merkaptoetanol Varh@inda B. vallismortis ve B. mojavensis’ten
Elde Edilen a-Amilazlarin Aktivitelerinin incelenmesi

Farkli etanol ve B-merkaptoetanol konsantrasyonlarimin B. vallismortis ve B.
mojavensis’ten elde edilen saflagtirilmis a-amilaz aktivitesi iizerine olan etkileri Tablo
4.7°de sunulmustur. B. vallismortis tarafindan {iretilen saflagtirllmis o-amilaz
aktivitesinin ¢aligilan tiim etanol konsantrasyonlarinda kontrole kiyasla artig gosterdigi
belirlendi ve en yiiksek a-amilaz aktivitesi %7.5’lik etanol konsantrasyonunda %114.5
olarak tespit edildi. B. mojavensis’ten elde edilen saflastirilmis o-amilaz aktivitesinin
caligilan tiim etanol konsantrasyonlarinda kontrolden daha diisiik ciktigi bulundu.
%20’lik etanoliin enzim aktivitesini kontrole kiyasla yaklasik olarak %17 oraminda
diistirdigii goriildii.

Tabloda 4.7°de goriildiigii gibi B. vallismortis’ten elde edilen o-amilaz
aktivitesinin %1’lik B-merkaptoetanol konsantrasyonunda kontrolden %2 oraninda
yiikksek oldugu tespit edildi. B-merkaptoetanol konsantrasyonunun %2.5 ve %S5’e
yiikseltilmesiyle enzim aktivitesini sirasiyla %22 ve %89 oranlarinda distirdiigii
belirlendi. Artan konsantrasyonlarda enzim aktivitesinin giderek azaldigi ve %20 B-
merkaptoetanol konsantrasyonunda a-amilaz aktivitesinin olmadig: tespit edildi.
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B. mojavensis tarafindan tiretilen a-amilaz aktivitesinin %1°lik B-merkaptoetanol
konsantrasyonunda kontrol ile karsilastirildiginda yaklasik %24 arttign gorildi.
%2.5’lik B-merkaptoetanol konsantrasyonunda enzim aktivitesinin, kontrol ile
kiyasladigimizda %96 oldugu belirlendi. %5 ve artan B-merkaptoetanol
konsantrasyonlarinda ise enzim aktivitesinin 6nemli 6l¢iide azaldig: tespit edildi.

Benzer sekilde, Mesbah ve Wiegel (2014), Amphibacillus sp. NM-Ra2’den elde
edilen ekstraselliiler a-amilazi saflagtirmiglar ve amilazin %25 (v/v) etanol, metanol ve

benzen varliginda stabil ve aktif oldugunu saptamislardir.

Tablo 4.7. Farkli etanol ve B-merkaptoetanol konsantrasyonlarinda a-amilaz aktivitesi

B. vallismortis B. mojavensis
Konsantrasyon
(%) Etanol B-Merkaptoetanol Etanol p-Merkaptoetanol

Kontrol 100 100 100 100
) | . 107.9 1027 ) 86.6 124.2
2.5 109.1 78.7 87.5 96.2

5 114.1 11.9 90.7 8.1

7.5 114.5 3.7 90.4 1.9

10 111.7 2.4 87.5 1.3

15 108.7 1.2 85.8 0.8

20 108.3 0 83.1 0.7

4.20. B. vallismortis ve B. mojavensis’ten Elde Edilen Saflastirilmis a-Amilazlarm
Céoziiniir Nisasta Substrat Olarak Kullanilarak Ince Tabaka Kromotografisi

(TLC) Yontemiyle Son Uriinlerin Tespit Edilmesi

B. vallismortis ve B. mojavensis’ten elde edilen saflastirilmis a-amilazlarin
¢Ozlnilir nigasta substrat olarak kullanilarak ince tabaka kromotografisi (TLC)

yontemiyle olusan son triinler Sekil 4.27 ve Sekil 4.28°de gortlmektedir. Standart
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olarak glukoz (Gl), maltoz (G2), maltotrioz (G3) ve maltotetroz (G4) kullamld:.
Saflastirilmis a-amilazlar 15, 30 ve 240 dakika ¢6ziiniir nisasta ile optimum kosullarda
inkiibe edildi. Sekil 4.27 ve Sekil 4.28’de gortldigi gibi B. vallismortis ve B.
mojavensis tarafindan tiretilen saflastirilmis a-amilazlarin ¢6ziiniir nisastay:r hidroliz
ettigi tespit edildi. 15 dakika sonunda maltoz, maltotrioz, maltotetroz ve
maltooligosakkaritler, 30 dakika sonunda glukoz, maltoz, maltotrioz ve
maltooligosakkaritler elde edildigi belirlendi. 240 dakikalik inkiibasyon siiresi sonunda
¢Oziiniir nisastanin tamamen glukoza hidrolize oldugu tespit edildi. Elde ettigimiz
sonuglar Takasaki (1985) ile paralellik gostermektedir. Sarikaya ve Giirgiin (2000),
Bacillus suslarindan elde ettikleri a-amilazlarin, yaptiklar1 TLC sonrasinda nisastay1
maltoz ve az miktarda da glukoza hidroliz ettiklerini bildirmislerdir. Messaoud ve ark.
(2004), Bacillus subtilis US116 tarafindan iiretilen saflastirilmis a-amilazin nigastayi
par¢alamasi sonucu maltoheptoz ve maltohekzoz olustugunu bildirmislerdir. Karmakar
ve Ray (2011), Bacillus sp KR11’den elde ettikleri termostabil o-amilazin nisastay:
pargalamast sonucunda olusan hidroliz triinlerinde &zellikle maltotriozun baskin
oldugunu ve maltotriozun yani sira olusan son iiriiniin maltoz oldugunu belirtmislerdir.
Gligorijevic ve ark. (2014), farkli Bacillus suslarindan saflastirdiklar1 a-amilazlarm ham
misir ve ¢Oziiniir nisastanin substrat olarak kullanildig: ¢alisma sonrasinda, olusan son
tirtinleri TLC yontemiyle analiz etmislerdir. Bu sonuglara gére en c¢ok maltotrioz
~olusurken, maltoz ve maltohekzozun da hidroliz tiriinti olduklarin bildirmislerdir.

Bu sonuglara gére B. vallismortis ve B. mojavensis’ten iretilen saflastirilmis o-
amilazin nisasta sivilastirma endiistrisi ve gida endiistrisinde kullanilabilecegini

disiinmekteyiz.
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Sekil 4.27. B. vallismortis’ten saflagtirilan a-amilazin ¢oziiniir nigasta ile zamana bagh olusan son
iiriinlerin ince tabaka kromotografisi (TLC) ile gésterimi
(a) Siitun A, 1: Glukoz (G1), maltoz (G2), maltotrioz (G3) ve maltotetroz (G4), (b) Siitun B-D,
sirastyla 15 dak., 30 dak. ve 240 dak. reaksiyon siireleri

anr"* it

Sekil 4.28. B. mojavensis’ten saflagtirilan a-amilazin ¢oziiniir nisasta ile zamana bagh olusan son
iiriinlerin ince tabaka kromotografisi (TLC) ile gosterimi
(a) Siitun A, 1: Glukoz (G1), maltoz (G2), maltotrioz (G3) ve maltotetroz (G4), (b) Siitun B-D,
sirastyla 15 dak., 30 dak. ve 240 dak. reaksiyon siireleri
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4.21. Ham Nisasta Parcalama

B. vallismortis ve B. mojavensis’ten lretilen saflastirilmis o-amilazlarin ham
bugday ve musir nisastalar1 substrat olarak kullanilarak bunlari par¢alama potansiyeli
test edildi. Elde edilen sonuglara gore B. vallismortis ve B. mojavensis’ten Uretilen
saflastirilmis o-amilazlarin ham musir ve bugday nisastalarim etkili bir sekilde
pargaladigi belirlendi. B. vallismortis’ten tretilen saflagtirilmis o-amilazin 4 saat
inkiibasyon sonunda %1 konsantrasyondaki ham misir ve bugday nisastalarini hidroliz
oranlar1 sirasiyla %38.9 ve %41.3 olarak bulundu. B. mojavensis’ten elde edilen
saflastirilmis enzimin 4 saat inkiibasyon sonunda %1 konsantrasyondaki ham muisir ve
bugday nisastalarini par¢alama oranlari sirasiyla %36.7 ve %39.2 olarak tespit edildi.
Benzer sekilde Shafiei ve ark. (2010), Nesterenkonia sp.’den elde edilen saflastirilmis
halofilik a-amilazin ham bugday ve musir nisastalarini 48 saat inkiibasyon sonunda
sirastyla %38 ve %20 oraninda pargaladigini belirlemislerdir. Paralel sonuglar
Hayashida ve ark. (1988)1le BozZic ve ark. (2011), tarafindan da rapor edilmistir.

B. vallismortis ve B. mojavensis’ten iiretilen saflagtirilmis a-amilazlarin ham
bugday ve misir nisastalarini hidroliz galigmalar1 bir ilk ¢aligmadir. Ham nigasta
garniillerinin pargalanmasi ekonomik agidan ¢ok 6nemlidir. Bu c¢alismada kullanilan
saflastirilmis her iki enzimin de gida, fermantasyon ve nisastanin jelatinasyonu gibi
farkli endiistrilerde ham bugday ve musir nisastas:t hidrolizi i¢in kullanilabilecegini
diistinmekteyiz. Par¢alanmis bugday ve musir nigastas: graniilleri Olimpus CX31 1s1k
mikroskobu ile goriintiilenmistir. Sekil 4.29 ve Sekil 4.30°da enzim ile hi¢ muamele
edilmemis ham bugday ve misir nisasta taneleri ile enzim ile 4 saat inkiibe edilen ham
bugday ve misir nisasta taneleri gosterilmektedir. Bu sonuglara gére enzim ile 4 saatlik

muamele sonucunda nisasta graniillerinin par¢alandig agik¢a goriilmektedir.
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Sekil 4.29. B. vallismortis’ten saflagtirilmis a-amilazin ham bugday ve misir nisastalarm: hidrolizi
(a) Ham misir nisastasi kontrol, (b) Hidroliz sonras1 ham misir nisastasi, (c) Ham bugday
nisastas1 kontrol, (d) Hidroliz sonrast ham bugday nisastasi

€
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Sekil 4.30. B. mojavensis’ten saflagtirlmig a-amilazin ham bugday ve misir nisastalarini hidrolizi
(a) Ham musir nigastasi kontrol, (b) Hidroliz sonrast ham misir nisastasi, () Ham bugday
nisastasi kontrol, (d) Hidroliz sonras1 ham bugday nisastasi
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4.22. Farkh Surfaktan ve Deterjanlarin a-Amilaz Aktivitesine Etkilerinin

Incelenmesi

%2’lik Omo, Tursil, Alo, SDS, Tween-20, Tween-40 ve Triton X-100 gibi
deterjan ve surfaktanlarin B. vallismortis ve B. mojavensis’ten Uretilen saflagtinlmis a-
amilaz aktivitesi iizerine 15 ile 120 dakikalik zaman aralifindaki etkisi Sekil 4.31°de
goriilmektedir. Bu sonuglara gore kontrol ile karsilastirildiginda 15. dakikada calisilan
Tween-20, Tween-40 ve Triton X-100’tin enzim aktivitesini kismi inhibe ettigi
gdzlenirken SDS, Omo, Tursil ve Alo’nun daha fazla inhibisyon etkisi gdsterdigi tespit
edildi. Sekil 4.31°de goriildiigii gibi ¢aligilan tiim deterjan ve surfaktanlarin inhibisyon
etkisinin artan zaman dilimlerinde azaldig1 saptandu.

120. dakika sonunda, B. vallismortis ve B. mojavensis’ten iretilen saflastirilmig
a-amilazlarin aktivitesi tizerine Tween-20, Tween-40, Triton X-100, SDS, Omo, Tursil,
Alo’nun etkileri kontrole kiyasla sirasiyla %104, %101; %95, %99; %101, %101; %84,
%69; %57, %A41; %61, %53 ve %69, %73 olarak belirlendi (Sekil 4.32). Paralel
sonuglar Goyal ve ark. (2005); Carvalho ve ark. (2008); Ozdemir ve ark. (2011) ve
Pathak ve Rekadwad (2013) tarafindan da elde edilmistir. Enzimin stabilite testi ve
deterjanlarin etkisi iizerine yapilan testlerden gériilecegi gibi B. vallismortis ve B.
mojavensis’ten iretilen saflastirilmis o-amilazlarm ticari olarak deterjan sanayinde
kullanilabilecegi goriilmektedir. Elde ettigimiz sonuglar daha 6nce yapilan ¢alismalar

ile (Ozdemir ve ark. 2011; Mesbah ve Wiegel 2014) benzerlik gostermektedir.
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4.23. Elma Suyu Nisasta I¢erigi ve Berraklastirilmasi

Olgunlagsmamis kirmizi ve yesil elma nisasta miktarlar1 Carrin ark. (2004)’nin
yontemi kullanilarak test edildi. Olgunlasmamis kirmizi elmadaki ¢oziiniir nisasta
miktar1 0.59 g/L, ¢oziinmeyen nisasta miktar: 3.87 g/L, olgunlasmanus yesil elmadaki
¢Oziiniir nisasta miktar1 0.52 g/L, ¢dziinmeyen nisasta miktari 3.68 g/L olarak belirlendi.
Olgunlagsmamis kirmizi ve yesil elmadaki ¢dziinlir nisastanin par¢alanma oranini tespit
etmek icin B. vallismortis ve B. mojavensis’ten elde edilen saflastirilmis a-amilazlar ile
30, 45 ve 60 dakika inkiibe edildi. B. vallismortis a-amilazinin kirmizi ve yesil elma
¢oziiniir nisasta igerigini 30, 45 ve 60 dakika sonunda sirasiyla %66 ve %61, %78 ve
%76, %86 ve %83, B. mojavensis a-amilazinin ise kirmizi ve yesil elma ¢6ziiniir nisasta
icerigini 30, 45 ve 60 dakika sonunda sirasiyla %61 ve %58, %74 ve %71, %85 ve %80
oranlarinda pargaladigi belirlendi (Sekil 4.33 ve Sekil 4.34). Elde ettigimiz sonuglar
Carrin ve ark. (2004)’nin ticari amilazlar ile yaptiklart elma suyu berraklastiriimasi
calismasi ile benzerlik gostermektedir. Bu sonuglara gore B. vallismortis ve B.
mojavensis’ten elde edilen saflastirilmis a-amilazlarin elma suyu endiistrisinde elma

sulariin berraklastirilmasi amaciyla kullanilabilecegini distinmekteyiz.
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Sekil 4.33. B. vallismortis a-amilazinm kirmizi ve yesil elma ¢oziiniir nisasta igerigini hidroliz oranlan
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Sekil 4.34. B. mojavensis a-amilazinin kirmiz1 ve yesil elma ¢oziiniir niasta igerigini hidroliz oranlar
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5. SONUC VE ONERILER

5.1. Sonuglar

Calismamizda Sirnak (Meryem Deresi) sicak su kaynagi ¢camur drneklerinden
izole edilen Bacillus vallismortis ve Bacillus mojavensis kullanildi. B. vallismortis ve B.
mojavensis suslarinin biyokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla gram boyama,
katalaz testi ve oksidaz testi yapildi. Iki bakteri susunun da gram (+), katalaz (+) ve
oksidaz (+) oldugu belirlendi. Antibiyotiklere karsi duyarliik testi yapildi ve B.
vallismortis’in sefoksitime, B. mojavensis’in sefoksitim ve penisiline karsi direngli
oldugu tespit edildi. Yapilan API 20NE testi sonucu iki susun da NOs (+), ESC (+),
GEL (+), PNP (+) ve GLU (+) olduklar: belirlendi.

Daha sonra B. vallismortis ve B. mojavensis’ten o-amilaz tiretimi tizerine farkli
inkiibasyon siirelerinin, sicakliklarimin ve pH degerlerinin, NaCl, konsantrasyonlarinin,
azot ve karbon kaynaklarimin, surfaktanlarin, tarimsal atiklarin ve bazi metallerin etkisi
test edildi.

a-Amilaz iretimi iizerine farkli inkiibasyon siirelerinin etkisi arastirildi ve B.
vallismortis ve B. mojavensis i¢in en yiiksek o-amilaz {iretiminin 36 saat inkiibasyon
siiresinde meydana meydana geldigi goriildii. 36 saat inkiibasyon siiresi sonunda a-
amilaz tiretimi B. vallismortis i¢in 3832.08 U/mg ve B. mojavensis igin 3473.085 U/mg
olarak elde edildi.

Farkli sicaklik degerlerinin a-amilaz iiretimine etkisi incelendi. B. vallismortis
ve B. mojavensis igin en yiiksek o-amilaz {iretiminin gergeklestigi sicakligm 35 °C
oldugu belirlendi. Bununla beraber iki sus i¢in de 25-40 °C araliginda o-amilaz tiretim
miktarlarmin oldukga yakin sonuglar verdigi tespit edildi. Genis bir sicaklik aralifinda
yiiksek oranda enzim iiretiminin ekonomik olarak avantajli oldugu diistiniilmektedir.

a-Amilaz {iretimi iizerine farkli pH degerlerinin etkisi test edildi ve elde
ettigimiz sonuglara gore en yiiksek a-amilaz tiretiminin B. vallismortis igin pH 6.0 ve B.
mojavensis igin ise pH 7.0’da oldugu belirlendi. B. vallismortis’ten pH 6.0’da 4471.574
U/mg o-amilaz elde edildi ve pH 5.0-10.0 araliginda oldukga yiiksek oranda o-amilaz
iiretildigi belirlendi. B. mojavensis’ten pH 7.0’da 3473.085 U/mg a-amilaz elde edildi
ve pH 6.0-10.0 aralifinda a-amilaz iiretiminin oldukga yiiksek oldugu gdzlendi.

Besiyerlerine farkli oranlarda eklenen NaCl’in o-amilaz {retimine etkisi
incelendi. B. vallismortis ve B. mojavensis igin ortamda artan NaCl konsantrasyonuna

paralel olarak a- amilaz tiretiminin kontrole kiyasla diistiigii tespit edildi.
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B. vallismortis ve B. mojavensis’ten o-amilaz tretiminde, besiyerlerine %1
oraninda eklenen farklt azot kaynaklarinin etkisi incelendi. Kullanilan azot
kaynaklarindan iire ve amonyum asetatin, B. vallismortis’ten a-amilaz {retimini
kontrole kiyasla arttirdigi belirlendi. Bu artisin, {ire kullanilan besiyerinde %2,
amonyum asetat kullanilan besiyerinde %1 oldugu gorildii. B. mojavensis’te ise a-
amilaz tiretiminin tire kullanilan besiyerinde %3, amonyum siilfat kullanilan besiyerinde
%6, amonyum asetat kullanilan besiyerinde %5 ve amonyum tiyosiyanat kullanilan
besiyerinde %8 arttig1 tespit edildi.

Besiyerlerine %1 oraninda eklenen karbon kaynaklarinin a-amilaz iretimine
etkisi test edildi. B. vallismortis ve B. mojavensis’ten o-amilaz tretiminde, kullanilan
siikroz, fruktoz, nisasta, glukoz, galaktoz ve laktozun a-amilaz iiretiminde azalmaya
neden oldugu goriildi. Bu azalmanin sebebinin katabolik represyondan
kaynaklanabilecegini diistinmekteyiz.

Surfaktanin a-amilaz iiretimine etkisini incelemek amaciyla besiyerlerine farkli
konsantrasyonlarda Triton X-100 ve Tween-20 eklendi. B. vallismortis’te kontrole
kiyasla en yiiksek enzim tiretimi %0.5 Tween-20 ortaminda 5028.207 U/mg olarak elde
edildi. B. mojavensis’te ise %0.05 Tween-20 ortaminda 4282.695 U/mg olarak bulundu.
Surfaktanlarin hiicre zarinda bulunan por agikliklarini genisletmelerinden dolay1
enzimin hiicre disina daha kolay salgilanabilecegini, boylece enzim aktivitesini
arttirdiklarini diisiincesindeyiz.

Besiyerlerine %2 oraninda eklenen bazi tarimsal atiklarin B vallismortis ve B.
mojavensis’ten a-amilaz tiretimine etkisi incelendi. Kullanilan tarimsal atiklardan fistik
kabugu ve fistik yapraginin, iki bakteri susunda da inhibisyon etkisi sonucu bakteri
tiremesini engelledigi ve buna bagli olarak da a-amilaz iretiminin ger¢eklesmedigi
tespit edildi. Kullanilan diger tarimsal atiklarin kontrole kiyasla a-amilaz tretiminde
azalmaya neden oldugu belirlendi. Bu azalmanin, kullandigimiz tarimsal atiklardaki
seker igeriginden kaynaklandig: diisiintilebilinir.

Besiyerlerine farkli oranlarda eklenen metallerin, B. vallismortis ve B.
mojavensis’ten a-amilaz retimine etkisi incelendi. Besiyeri ortaminda 250 mg/L CaCl,
varliginda B. vallismortis’ten elde edilen a-amilazin kontrole kiyasla %10 arttig: tespit
edildi. B. mojavensis’te ise bu artisin %27 oldugu goriildii. Buradaki artisin, Ca™’un
enzim aktivitesi i¢in kofaktdr oldugundan kaynaklandigini diisinmekteyiz. Bununla

birlikte kullanilan metallerden 250 ve 500 mg/L. NiCly’tin ve 500 mg/LL. MnCly’{in
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eklendigi besiyerlerinde, iki bakteri susunun da tremesini inhibe ettiginden bu
ortamlarda a-amilaz iiretiminin ger¢eklesmedigi belirlendi.

Optimum {iretim parametreleri belirlendikten sonra, B. vallismortis ve B.
mojavensis’ten elde edilen a-amilaz enzimleri saflastirildi. Saflastirma isleminden sonra
bu iki enzimin karakterizasyon calismalari gerceklestirildi. B. vallismortis ve B.
mojavensis’ten elde edilen saflastirilmis a-amilazlarin karakterizasyonu i¢in; sicaklik ve
sicaklik stabilite, pH ve pH stabilite, inhibitorler ve metaller, farkli NaCl,
konsantrasyonlarinin etkisi ve farkli nisastalar1 hidroliz oranlari incelendi. Coziintir
nisasta son hidroliz {irlinleri ince tabaka kromatografisi (TLC) ile analiz edildi. Bunlara
ilaveten saflagtiritlmis o-amilazlarin, ham bugday ve misir nisastalarim pargalama
oranlari, elma suyu nisasta iceriginin belirlenmesi, elma suyu berraklastirilmast ve ev
tipi gamasir deterjanlari endiistrilerinde kullanimi test edildi.

B. vallismortis ve B. mojavensis’ten a-amilaz enzimi tiretimi i¢in optimum
kosullar belirlendikten sonra enzim saflastirma islemlerine gecildi. B. vallismortis ve B.
mojavensis’ten elde edilen termostabil o-amilaz ii¢ saflagtirma asamasindan sonra
sirasiyla 51 ve 34 kat saflastirildi ve %30 ve %18 verim elde edildi. B. vallismortis ve
B. mojavensis’ten elde edilen a-amilazlarin molekil agirliklar sirasiyla, 74 kDa ve 73
kDa olarak bulundu.

Farkli sicaklik degerlerinin (20-90 °C) B. vallismortis ve B. mojavensis’ten elde
edilen saflastirillmis a-amilaz aktivitesi lizerine etkisi test edildi. B. vallismortis’ten elde
edilen saflagtirilmis a-amilazin optimum sicakligi 70 °C olarak tespit edildi. Enzimin
30-60 °C’lerdeki rolatif aktivitelerinin %95’in {izerinde oldugu belirlendi. 20 ve 80
°C’lerde ise rolatif aktiviteler sirasiyla %75 ve %84 olarak bulundu. B. mojavensis’ten
elde edilen a-amilazin optimum aktivitesi de 70 °C olarak tespit edildi. Enzimin 30-60
°C’lerdeki rolatif aktivitelerinin ise %70’in lizerinde oldugu belirlendi. 20 ve 80
°C’lerde ise rolatif aktiviteler sirasiyla %37 ve %82 olarak bulundu. Iki bakteri
susundan da elde edilen saflastirilmis a-amilazlarin 70 °C gibi yiiksek bir sicaklikta
optimum aktivite gostermeleri ve yaklasik 40-80 °C sicaklik araliginda oldukca yiiksek
aktiviteye sahip olmalari bu bakterilerden elde edilen a-amilazlarin ¢esitli endiistrilerde
kullanimi agisindan 6nemli oldugunu diistinmekteyiz.

B. vallismortis ve B. mojavensis’ten elde edilen saflastirilmis a-amilaz aktivitesi
tizerine farkli pH degerlerinin (3.0-11.0) etkisi test edildi. B. vallismortis’ten elde edilen
saflastirilmis o-amilazin optimum aktivitesini pH 5.0°da gosterdigi belirlendi. pH 4.0-

8.0 araliginda enzimin %84°iin {izerinde r&latif aktivite gosterdigi tespit edildi. B.
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mojavensis’ten elde edilen saflagtirilmis o-amilazin optimum pH’sinin 6.0 oldugu
bulundu. pH 4.0-8.0 araliginda %77’nin iizerinde aktivite gosterdigi belirlendi. Iki
bakteriden de elde edilen a-amilazlarin 4.0-8.0 pH araliginda yiiksek oranda aktivite
gostermelerinin bu enzimlerin biyoteknolojik kullanimlar i¢in 6nemli bir avantaj
oldugu kanaatindeyiz.

Zamana bagli (0-240 dak.) olarak farkli sicakliklarin (40-70 °C), B. vallismortis
ve B. mojavensis’ten elde edilen saflagtirilmis o-amilaz stabiliteleri iizerine etkileri
aragtinildi. B. vallismortis’ten elde edilen saflagtirilmis a-amilazin 90 dakika inkiibasyon
sonunda test edilen tiim sicakliklarda (40, 50, 60 ve 70 °C ) aktivitesini %97 nin
iizerinde korudugu, 40 ve 50 °C’de ise 240 dakika inkiibasyon sonunda dahi %91’in
iizerinde aktivite gosterdigi belirlendi. B. mojavensis’ten elde edilen saflastirilmis o-
amilazin ise 90 dakika inkiibasyon sonunda 40, 50, 60 ve 70 °C’deki aktiviteleri
sirasiyla %97, %88, %69 ve %59 olarak bulundu. 240 dakika inkiibasyon sonunda 40
ve 50 °C’de %77’nin iizerinde aktivite gosterirken, 60 ve 70 °C’de ise enzim
. aktivitesinde ¢ok biiyiik oranda azalmanin oldugu belirlendi.

Farkli pH degerlerinin (4.0-8.0) zamana bagli olarak (0-240 dak.) B. vallismortis
ve B. mojavensis’ten elde edilen saflastinlmis o-amilaz stabiliteleri tizerine etkileri
incelendi. B. vallismortis’ten elde edilen saflastirilmis a-amilazin test edilen tiim pH
degerlerinde (4.0, 5.0, 6.0, 7.0 ve 8.0) 240 dakika inkiibasyon siiresinde %84’{in
tizerinde aktiviteye sahip oldugu belirlendi. B. mojavensis’ten elde edilen saflagtirilmis
a-amilazin ise aym siirede %70’in tizerinde aktivite gosterdigi tespit edildi. B.
vallismortis ve B. mojavensis’ten elde edilen saflastirllmis a-amilazlarin stabilitelerini
240 dakika boyunca pH 4.0-8.0 araliginda olduk¢a yiiksek oranlarda korunmasinin
ozellikle nisastanin sivilastirilmasi ve deterjan endiistrilerinde kullanimi i¢in 6nemli bir
ozellik oldugu kanaatindeyiz.

B. vallismortis ve B. mojavensis’ten elde edilen saflastirilmis a-amilaz aktivitesi
iizerine farkli NaCl konsantrasyonlarinin (%2.5, %5, %7.5, %10, %15, %20 ve %25)
etkisi test edildi. Elde edilen sonuglara gore; B. vallismortis’ten elde edilen saflagtirilmis
a-amilaz aktivitesinin NaCl konsantrasyonlarindaki artisa paralel olarak kismen azaldig1
ve %25 NaCl konsantrasyonunda yaklasik %92 aktivite gosterdigi tespit edildi. B.
mojavensis’ten elde edilen saflagtirnlmis o-amilaz  aktivitesinin  de NaCl
konsantrasyonlarindaki artisa paralel olarak azaldigi fakat aktivite kaybinin B.

vallismortis’ten elde edilen enzime gore daha fazla oldugu belirlendi. B. vallismortis’ten



elde edilen saflagtirilmis a-amilaz aktivitesinin %25 NaCl konsantrasyonunda %61
aktiviteye sahip oldugu tespit edildi.

0.3 ve 1.5 mM konsantrasyondaki farkli metallerin (CdCl,, PbCl,, CuCl,, CaCl,,
NiCl,, CrCl,, HgCl,, AgCl,, CoCl,, MnCl, ve ZnCly) B. vallismortis ve B.
mojavensis’ten elde edilen saflastirilmis a-amilaz aktivitesi tizerine etkisi incelendi.
Test edilen tiim metallerin 0.3 mM konsantrasyonlarinin B. vallismortis’ten elde edilen
saflastirilmis a-amilaz aktivitesi iizerine énemli bir etkisinin olmadig: goriildii. Fakat
ayn1 konsantrasyondaki CdCl, HgCl, ve ZnCly’iin B. mojavensis’ten elde edilen
saflastirilmis o-amilaz aktivitesinde sirasiyla %16, %18 ve %14 azalma meydana
getirdikleri belirlenirken, CoCl, ve MnCl,’iin de sirasiyla %6 ve %8 artis meydana
getirdigi tespit edildi. B. vallismortis’ten elde edilen o-amilaz aktivitesinde 1.5 mM
konsantrasyondaki CdCl,, AgCl, ve ZnCly’lin sirasiyla %43, %21 ve %29, B.
mojavensis’ten elde edilen a-amilaz aktivitesinde ise %78, %56 ve %70 diislise neden
oldugu belirlendi. 1.5 mM HgCl, konsantrasyonun ise her iki bakteri susundan da elde
. edilen saflagtirilmis a-amilazi inhibe ettigi tespit edildi. .

Coziintir bugday, ¢o6ziiniir patates, ticari bugday ve ticari misir nisastalari
substrat olarak kullanilarak B. vallismortis ve B. mojavensis tarafindan tretilen
saflagtirilmis o-amilazlarin farkli nisasta endiistrilerindeki kullanilabilirligi test edildi.
Elde edilen sonuglara gore B. vallismortis’ten elde edilen saflastirilmis o-amilazin
¢Oziinlir patates nisastasi, ticari bugday nisastasi ve ticari misir nisastalarini, ¢oziiniir
bugday nisastasina kiyasla sirasiyla %93, %85 ve %82 oranlarinda ve benzer sekilde B.
mojavensis’ten elde edilen saflastirilmis enzimin ise sirasiyla %385, %73 ve %73
oranlarinda parcaladigi tespit edildi.

B. vallismortis ve B. mojavensis’ten elde edilen saflastirilmis a-amilaz aktivitesi
tizerine farkl etanol ve B-merkaptoetanol konsantrasyonlarinin (%1, %2.5, %5, %?7.5,
%10, %15 ve %20) etkisi incelendi. Elde edilen sonuglara gére B. vallismortis’ten elde
edilen saflastirilmis o-amilazin aktivitesinde tiim etanol konsantrasyonlarinda artis
meydana geldigi goriildi. B.  vallismortis igin  f-merkaptoetanoliin  %1’lik
konsantrasyonunda %2 aktivite artist oldugu, %?2.5 ve artan konsantrasyonlarinda
aktivitenin giderek diistiigii ve %20 konsantrasyonda o-amilaz aktivitesinin olmadig1
tespit edildi. B. mojavensis’ten elde edilen saflastirilmis o-amilaz aktivitesi ise;
kullanilan tiim etanol konsantrasyonlarinda artan konsantrasyona paralel olarak azaldig:
ve %20 etanolde %83 aktivite gosterdigi belirlendi. B. mojavensis i¢in  [-

merkaptoetanoliin ~ %1°lik  konsantrasyonunda  aktivitede %24  artis, %2’lik
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konsantrasyonunda %4 azalma meydana geldigi tespit edildi. %5 ve artan f-
merkaptoetanol konsantrasyonlarda a-amilaz aktivitesinde keskin bir diisiis oldugu
belirlendi.

B. vallismortis ve B. mojavensis’ten elde edilen saflastirilmis o-amilazlara
substrat olarak ¢oziiniir nisasta kullanilarak TLC islemi uygulandi ve hidroliz {iriinleri
gortintiilendi. B. vallismortis’ten elde edilen a-amilaz 15, 30 ve 240 dakika ¢oziiniir
nisasta ile inkiibe edildi. 15 ve 30 dakika sonunda maltoz, maltotrioz, maltotetroz ve
maltooligosakkaritlerin meydana geldigi, 240 dakika sonunda ¢6ziinlir nigastanin
tamamen glukoza hidrolize edildigi belirlendi. B. mojavensis’ten elde edilen a-amilaz,
15 dakika inkiibasyon sonunda maltoz, maltotrioz, maltotetroz, maltooligosakkaritler
meydana getirdi. 30 dakika sonunda glukoz, maltoz, maltotrioz, maltotetroz ve
maltooligosakkaritler elde edildi. 240 dakika sonunda ¢oziinlir nigastanin tamamen
glukoza hidrolize oldugu tespit edildi. Hidroliz ana son tirtinleriyle ilgili olarak bu

calismada kullanilan saflastirilmis o-amilazlarin seker iiretimi ya da kisa zincirli

oligosakkarit olusumu ile ilgili endiistri.alanlarinda uygulanabilecegi diistintilmektedir.

Saflastirllmis o-amilazlarin ham bugday ve muisir nisastalarini pargalama
ylizdeleri incelendi. B. vallismortis’ten elde edilen saflagtirilmis a-amilaz 4 saat inkiibe
edildikten sonra ham bugday ve misir nisastalarini pargalama ytizdelerinin %38.9 ve
%41.3 oldugu belirlendi. B. mojavensis’ten elde edilen saflagtirilmis a-amilazin ham
bugday ve misir nisastalarini parcalama yiizdeleri ise sirastyla %36.7 ve %39.2 olarak
tespit edildi.

Farkli deterjan ve surfaktanlarin (Tween-20, Tween-40, Triton X-100, SDS,
Omo, Tursil ve Alo) %2’lik konsantrasyonlarinin B. vallismortis ve B. mojavensis’ten
elde edilen saflastirilmis a-amilaz aktiviteleri {izerine etkisi arastirildi. Inkiibasyon
stiresi olarak 15, 30, 45, 60 ve 120 dakika kullanildi. Elde edilen sonuglara gore, en
uzun inkiibasyon stiresi olan 120 dakikada, B. vallismortis ve B. mojavensis’ten liretilen
saflastirilmis a-amilazlerin aktivitesi tizerine Tween-20, Tween-40, Triton X-100, SDS,
Omo, Tursil, Alo’nun etkileri kontrol ile karsilastirdigimizda sirasiyla %104, %101;
%095, %99; %101, %101; %84, %69; %57, %41; %61, %53 ve %69, %73 olarak
belirlendi. Bu sonuglara gére iki bakteri susundan da elde edilen saflastirilmis o-
amilazlarin ticari olarak deterjan sanayinde kullanilabilecegini diisinmekteyiz.

Olgunlasmamis elma suyundaki nisasta igeriginin berraklastirilmasinda B.
vallismortis ve B. mojavensis’ten elde edilen saflastirilmis a-amilazlarin etkisi test

edildi. 30, 45 ve 60 dakika inkiibasyon sonunda kirmizi ve yesil elmadaki nisastalarin
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bozunma yiizdeleri, B. vallismortis i¢in kirmizi elmada sirasiyla %66, %78 ve %86
olarak, yesil elmada %61, %76 ve %83 olarak tespit edildi. B. mojavensis i¢in kirmizi
elmadaki nisasta bozunma yiizdeleri %61, %74 ve %85 olarak, yesil elmadaki nisasta
bozunma yiizdeleri ise %58, %71 ve %80 olarak belirlendi. Elde edilen sonuglara gére
B. vallismortis ve B. mojavensis’ten saflastirilan o-amilazlarin  meyve suyu
berraklastirilmasinda kullanilabilecegini diisiinmekteyiz.

5.2. Oneriler

Bu tez caligmasinda Sirnak (Meryem Deresi) sicak su kaynagi c¢amur
orneklerinden izole edilen Bacillus vallismortis ve Bacillus mojavensis’in
biyoteknolojide en yaygin kullanilan enzimlerden biri olan a-amilaz i¢in iyi birer iiretici
olduklart ve biyoteknoloji uygulamarinda o-amilaz {iretimi i¢in kullanabilecegi
diistintilmektedir.

Bu termotolerant bakterilerden iretilen o-amilazin sicaklik, pH, kimyasal
ajanlara ve deterjanlara kars1 dayanikli olmasindan dolayi gesitli nisasta endiistrilerinde
“"kullamlabilecegi diistiniilmektedir. Ozellikie, genis bir sicaklik ve pH stabilitesine sahip -
olmalarindan dolay1 nisastanin sivilastirilmasi ve deterjan endiistrisinde kullanilabilirligi
acikca goriilmektedir.

Maltoz ve maltooligosakkaritler, yasl ve bebek mamalarima gida katkist olarak
eklenmektedir. Bu c¢alismada kullanilan her iki mikroorganizmadan tretilen o-
amilazlarin ¢6ziiniir nisastay1r maltoz ve maltooligosakkaritlere pargaliyor olmasi biiytik
~ Onem arzetmektedir. Ayni zamanda bu amilazlarin ham bugday ve musir nigastasini da
hidrolize edebilmesi nedeniyle bunlarin gida endiistrisinde de degerlendirilebilme
potansiyeline sahip olduklar1 kanaatindeyiz.

Bununla birlikte, bu ¢alismada kullanilan a-amilazlarin surfaktan ve deterjanlara
kars1 stabil olmalarindan dolay1 ev tipi gamasir ve bulasik deterjanlarinda nisasta igerikli
kirleticilerin uzaklastirilmasi igin yararlanilabilecegini 6ngérmekteyiz. Bunlara ilaveten,
bu a-amilazlarin elma suyu sanayinde, berraklastirma amagh kullanilabilecegi
dustintilmektedir.

Sonu¢ olarak Bacillus vallismortis ve Bacillus mojavensis’ten elde edilen
saflastirilmis a-amilazlarin nisastanin sivilastirilmasi, gida, ¢amasir ve bulasik deterjani
ve elma suyu berraklastirilmasi gibi ¢esitli nisasta endistrileri i¢in tretilerek tilkemizin

enzim biyoteknolojisine de ekonomik anlamda katk: yapacag: diistintilmektedir.
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