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OZET

Geobacillus stearothermophilus TAN EKSTRASELULER o-AMILAZ ENZIMININ
[ZOLASYONU, SAFLASTIRILMASI VE KARAKTERIZASYONU

YUKSEK LISANS TEZI
Baris ENEZ

DICLE UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BIYOLOJI ANABILIM DALI

2011

Bu calismada DSMZ’den alinan Geobacillus stearothermophilus susu kullanilarak bu
bakteriden elde edilen a-amilaz enziminin iretimi, saflagtirilmasi ve karakterizasyonu
gerceklestirildi.

Bakteri {iremesinin optimum kosulari, 16.saat, 55 °C ve pH 7.0 olarak tespit edildi.
Maksimum enzim iretim siiresi 24.saat olarak belirlenerek bu kosullarda bakteri iiretimi
gerceklestirildi. Uretilen bakteriden alman iist sivida a-amilaz enzim aktivitesine bakilarak
enzimin optimum sicakligi 70 °C, pH’s1 ise 7.0 olarak belirlendi. Enzim iiretimi iizerine karbon
ve azot kaynaklarinin etkisi denendi. Karbon kaynaklarindan siikroz ve laktozun enzim
iiretimini inhibe ettigi belirlendi. Azot kaynaklarinin enzim iiretimine etki etmedikleri gézlendi.
Enzim iretimi {izerine gesitli konsantrasyonlarda CaCl,’nin etkisi arastirildi. CaCl, varhiginda
enzim tretiminin arttig1 tespit edildi. Maksimum enzim tiretimi 10 mM’da elde edildi. a-Amilaz
enzimi jel filtrasyon ve iyon degistirici kromatografisi ile saflastirildi. Saflagtirma kat sayis1 65,
verim % 46 olarak belirlendi. Saflastirilan enzimin molekiil agirhigi SDS-PAGE ile 63 kDa
olarak tespit edildi

Saf enzim iizerine EDTA, PMSF, DTT, B-mercaptoethanol ve Etanol gibi inhibitérlerin
etkisi denendi. Yapilan ¢aligma sonunda en yiiksek inhibisyon etkisi 1 mM’lik EDTA (% 65) ve
10 mM’lik EDTA (% 89) ile elde edildi. Konsantrasyon artisina paralel olarak enzim aktivitesi
iizerine olan inhibisyon etkisinin arttig1 tespit edildi. Saf enzim aktivitesi {izerine bazi metallerin
etkisini saptamak i¢in 1,5 mM CaCl, CuCl,, ZnCl, MgCl,, HgCl,, MnCl,, CoCl, ve FeCl, test
edildi. CaCl, (%123) ve MnCl,in (%122) aktiviteyi artirdigi; CuCl, (%81) ve HgCl, tin (%83)
ise enzim aktivitesini inhibe ettigi tespit edildi. Saflagtirilan enzimin 50°C ile 60°C’de ve pH
7.0’de stabil oldugu belirlendi. K, ve V. degerleri Lineweaver—Burk plot’a goére sirasiyla
0,051 mM ve 1,424 pmol/dk. olarak hesaplandi.

Anahtar Kelimeler : a-Amilaz, Geobacillus stearothermophilus, thermostabil, saflagtirma



ABSTRACT

ISOLATION, PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF
EXTRACELLULAR a-AMYLASE FROM Geobacillus stearothermophilus

MSc THESIS
Baris ENEZ

DICLE UNIVERSTY
INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
DEPARTMENT OF BIOLOGY

2011

In this study, production, purification and characterization of a-amylase from the strain
Geobacillus stearothermophilus obtained from DSMZ were examined.

Optimal conditions of bacterial growth were determined at 16" hour, 55°C and pH 7.0,
respectively. Maximum enzyme production time was determined as 24™ hour and bacteria
production was conducted in these conditions. a-Amylase enzyme activity was tested in the
supernatant from produced bacteria and optimum temperature of enzyme activity was
determined as 70°C, and pH was 7.0. The effect of carbon and nitrogen sources on the
production of enzyme was investigated. It was found that carbon sources, sucrose and lactose
inhibited the enzyme production. It was observed that nitrogen sources did not influence the
enzyme production. The effect of various concentration of CaCl, on the enzyme production
were examined. The enzyme production was increased in the presence of CaCl,. Maximum
enzyme production was achieved at the presence of 10 mM CaCl,. a-Amylase was purified by
gel filtration and ion exchange chromatography. Purification coefficient was determined to be
65, and yield as 46%. Molecular weight of the purified enzyme was found to be 63 kDa by
SDS-PAGE.

The effect of some inhibitors such as EDTA, PMSF, DTT, B-mercaptoethanol, Etanol
and on purified enzyme was studied. At the end of this study, the highest inhibitory effect 1 mM
EDTA (65%) and 10 mM EDTA (89%) was obtained. It was determined that the inhibitory
effect on enzyme activity increased in parallel with the increase in the concentration. To
determine the effect of some metals on pure enzyme activity of pure enzyme, 1,5 mM CacCl,,
CuCl,, MgCl, ZnCl,, HgCl,, MnCl,, CoCl, and FeCl, were tested. Enzyme activity was
increased in presence of CaCl, (123%) and MnCl, (122%), while activity of the enzyme was
inhibited in presence of CuCl, (81%) and HgCl, (83%). It was determined that the purified
enzyme was stable at 50°C and 60°C, and pH 7.0. K, and V.« were calculated as 0,051 mM
and 1,424 pmol/min respectively according to the Lineweaver-Burk plot.

Key words : a-Amylase, Geobacillus stearothermophilus, thermostable, purification
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Baris ENEZ

1. GIRIS

1970’1i yillardan beri ortaya ¢ikan yeni teknolojiler arasinda en ilgi ¢ekeni belki
de biyoteknolojidir. Bitki, hayvan veya mikroorganizmalarin tamami ya da bir pargasi
kullanilarak yeni bir organizma (bitki, hayvan ya da mikroorganizma) elde etmek veya
var olan bir organizmanin genetik yapisinda arzu edilen yonde degisiklikler meydana
getirmek amaci ile kullanilan yontemlerin tamamina biyoteknoloji denilmektedir
(Gavrilescu ve ark. 2005). Canlilarin iyilestirilmesi ya da endiistriyel kullanimina
yonelik iiriinler gelistirilmesini, modern teknolojinin doga bilimlerine uygulanmasini
kapsar. Bu teknolojinin, saglik hizmetlerinde, gidalarin {iretimi ve islenme siirecinde,
tarim ve ormancilikta, ¢evrenin korunmasinda, kimyasallarin ve metallerin iiretimi gibi

daha birgok alanda etkili oldugu goriilmektedir (Kiigiikodiik ve ark. 2011).

Biyoteknolojideki gelismeye paralel olarak endiistriyel enzim kullanimi giderek
artmaktadir. Endistriyel iiretimde kimyasal katalizorler yerine, katalitik olarak daha
etkili, iirlin spesifikasyonu yliksek, istenmeyen {iriin olusumunu biiyiik dl¢lide azaltan,
enerji maliyeti diisiik, ¢evre dostu enzimlerin kullanimi artmistir. Bugiin yazili olarak
2500’den fazla enzim bilinmesine ragmen bunlarin sadece 150 kadar ticari bakimdan

onem tagimaktadir (Goziikara 1997).

Enzimler, ilk defa 1897’da Buncher kardesler tarafindan canli hiicrelerden
ekstrakte edilmistir. Dogal katalizorler olarak islev gorerek hiicre igerisinde meydana
gelen binlerce tepkimenin hizin1 ve 6zgiilliigiinii belirleyen, biiyiik ¢cogunlugu protein

yapisinda olan ve biitiin canli organizmalarda bulunan makro molekiillerdir (Bahar
1996).

Enzimler, canli i¢in yagamsal 6énemi olan pek ¢ok fonksiyonun kontroliinde rol
alirken, bir yandan da organizmada hemen hemen biitiin kimyasal tepkimelere katilarak,
olusumlarini inanilmaz boyutlarda hizlandirirlar. Islem sonunda, tepkimeye girdikleri
gibi tepkimeden ¢ikarlar. Bu nedenle, her enzim bir biyokatalizordiir. Baska bir deyisle,
enerji agisindan normal kosullarda hi¢ gerceklesemeyecek ya da c¢ok yavas
gerceklesebilecek kimyasal tepkimelere katilarak, kendileri bir degisiklige ugramadan,
bu tepkimelerin ¢ok hizli bir sekilde gergeklesmesini saglarlar. Kuramsal olarak bir

enzim belli bir tepkimeye girip, bir degisiklige ugramadan ¢iktig1 icin, siirekli olarak
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ayni tliirden tepkimelere katilabilmelidir; ancak gercekte durum boyle degildir, ¢linkii

enzimlerin de bir 6mrii vardir (Sagiroglu 1999).

Bir enzimin herhangi bir endiistri alaninda kullanilabilmesi i¢in maliyet
bakimindan ucuz olmasi, ¢ok farkli alanlarda kullanilabilme 6zelliginde olmast ve en
onemlisi enzimin alerjik ya da toksik etkiye sahip olmamasi yani giivenilir olmasi

gerekmektedir (Wiseman 1987).

Giliniimiizde  endistriyel —alanda  kullanilan  enzimler  genel  olarak
mikroorganizmalardan elde edilmektedir. Bununla birlikte ¢ok az bir kismi da bitkisel
ve hayvansal kaynakli olarak saglanmaktadir. Bunun nedeni mikroorganizma kaynakli
enzimlerin bitkisel veya hayvansal kaynakli enzimlere goére, enzim izolasyonun
kolaylig1, fermantasyonunun kisa siirmesi; fermantasyon ortaminin ucuz olmasi, yiiksek
enzim aktiviteleri, eleme prosediirlerinin basitligi ve binlerce kiiltiiriin oldukca kisa
zamanda test edilebilirligi, farkli tlirlerin ayn1 reaksiyonu katalizleyen farkli enzimleri

iretmesi ve reaktorde istenen c¢alisma kosullari ile ilgili esnekligi saglamasidir

(Telefoncu 1997).

Mikroorganizmalar optimum biiyiime yaptiklari sicakliklara gore 4 grup altinda
incelenmektedir. Bunlar; diisiik sicaklik optimasina sahip olan pisikofiller, orta sicaklik
optimasina sahip olan mezofiller, yiiksek sicaklik optimasina sahip olan termofiller ve
cok yiiksek sicaklik optimasina sahip olan ekstra termofillerdir. Mikroorganizmalarin
metabolik aktivitesi, 6zellikle biiyiik 6lgekteki fermantasyonlarda nemli bir problem
olan sicakligin ylikselmesi ile durmaktadir. Geleneksel mezofilik organizmalarin
kullandig1 fermantasyon proseslerinde, sicaklig1 diisirmek i¢in biiyiik ¢caba harcanir ve
sistemin toplam enerji harcamasinin %10 gibi bir kismi 1s1 transferi icin
kullanilmaktadir. Termofilik fermantasyonlarda ise sogutmaya gerek olmadigi i¢in %10

enerji tasarrufu saglanmis olur (Demirjian ve ark. 2001).

Yiiksek sicakliklara dayaniklilik bircok endiistriyel enzimlerde fazla istenen bir
ozelliktir, ¢linki enzimlerin kullanildig1 islemler genelde yiiksek sicakliklarda
gerceklestirilir. Bu nedenle, giiniimiizde termofillerden elde edilen enzimler sahip
olduklar1 dayanikliliktan dolayr en fazla ticari kullanim alam1 bulmustur (Donmez

1987).
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Termofilik bakteriler, yiiksek sicaklikta yasayabilme yetenegine sahip, oksijen
isteklerine gore anaerob veya fakiiltatif anaerob olabilen, ¢ubuk, disk ya da eliptik
morfolojilere sahip mikroorganizmalar olarak tanimlanmaktadirlar. Termofilik
mikroorganizmalar 1siya dayanikli  oldugu i¢in bazi avantajlar meydana
getirmektedirler. Mikrobiyolojik fermantasyonda daha yiiksek sicakliklar birgok
bilesigin ¢ozlniirliigiinii, difflizyon kapasitesini artirir, ortamin vizkositesini diistriir.
Eger sicaklik yeteri kadar yiiksekse hiicre biiyiimesini engelleyen bazi ugucu firiinler de

buharlastirilarak ortamdan uzaklastirilmis olur (Stetter 1998).

Termostabil enzimler dogal yapilarindan dolayr cok sayida ticari alanlarda
uygulanan termofilik organizmalardan temel olarak izole edilirler (Haki ve Rakshit
2003). Ornegin, termostabil enzimlerin bir ¢ogu deterjan, gida, yem, nisasta, tekstil,
deri, kagit ve ilag vb. endiistrilerde kullanilmaktadir. 1985 yilinda yapilan bir
degerlendirmede, diinyadaki enzim satisinin 450 milyon dolar1 buldugu belirtilmistir.

2003 yilinda ise bu degerin 2-3 kati oldugu bilinmektedir (Kiran 2003).

Termostabil enzimler, degisik denatiire edici sartlara karsi yiiksek tolerans
gosterirler. Bu proteinler mezofilik proteinlere nazaran daha yiiksek a heliks ve  plaka
tabakas1 icerigine sahiptirler ve ¢ok yavas katlanma hizi gosterirler. Bu 6zelligin degisik
denatiire edici sartlara karsi dogal yapiyr korumada onemli oldugu sanilmaktadir.
Termostabil enzimler, biyolojik olarak olduk¢a gii¢ bir sekilde pargalanabilen ve

¢oziinmeyen ¢evresel kirleticilerin olusumunu da engellerler (Fujiwara 2002).

Termostabil enzimlerden bazilarinin mezofilik konak hiicrede ekspresyonu ile
termostabilitelerinin  bozulmadigi gozlenmistir. Bu nedenle termofilik enzimlerin
yiiksek sicakliklara adaptasyon igin gelistirdikleri molekiiler stratejilerin genetik bir
ozellik oldugu belirtilmistir (Niehaus 1999). Termofillerden elde edilen termostabil
enzimlerin, mikroorganizmalarin gelisme sicakhiklarindan daha yiiksek sicakliklarda
bile stabil olduklar1 ve termofil enzimlerinin daha saglam olduklari belirlenmistir
(Sabato 1999) .

Endiistriyel olarak iiretilen ilk enzim tedavi amacli kullanilan amilazdir. Su an
Bacillus, Aspergillus ve Rhizopus tiirleri en 6nemli endiistriyel amilaz kaynaklari olarak
bilinmektedir. Giiniimiizde endistriyel iiretimlerde en ¢ok kullanilan termostabil

enzimlerden olan a-amilazlar endiistriyel enzimlerin %25’ini olusturmaktadir (Sidhu ve
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ark. 1997). Bakteriyel amilazlarin diger alfa amilazlardan daha biiylik sicaklik
stabilitesine sahip olduklar1 ortaya konmustur. Termostabil o-amilaz kullanimi ile
islemlerdeki yiiksek sicakliklarda bakteriyel ve viral kontaminasyon riski en aza
inmektedir (Fujiwara 2002, Matpan 2007).

a-Amilaz enzimi, nisasta molekiiliindeki a-1,4 baglarim1 pargalayarak glukoz,
maltoz, maltotrioz ve a-limit dekstrinlerin olusumunu saglar. Bu enzim kagit, gida,
tekstil, eczacilik, surup gibi bugiin biyoteknoloji bakimindan Onemli endiistri
alanlarinda kullanilmaktadir (Agiiloglu ve ark.2000, Fengxie ve ark. 2001).

Termofillerin iirettigi enzimlerin, raf dmiirlerinin digerlerine gore olduk¢a uzun
olmasi1 ve daha yiiksek sicakliklarda biyokimyasal reaksiyonlar: katalizleyebilmesi gibi
baz1 oOzelliklerinden dolayr bu organizmalarin kullanimint cazip hale getirmistir.
Calismamizda, endiistriyel alanda genis bir uygulama alanina sahip olan a-amilaz
enziminin, termofilik 6zellikteki Geobacillus stearothermophilus’tan saflastirilmasi ile
bu Onemin daha da artacagi disiiniildiigiinden a-amilaz enziminin {iretimi,

saflastirilmast ve karakterize edilmesi amaglandi.
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2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Biyoteknoloji

Biyoteknoloji terimi, ilk olarak 1919 yilinda Macar miihendisi Karoly Ereky
tarafindan ucuz besin kaynagi olarak domuzlarin yiyecegi olan seker pancari tiretim
enddistrisi i¢in kullanilmistir. Daha sonra organizmalar araciligiyla ham materyallerin
tiretilmesi, bu ticari iriinlerin de tiim endiistriyel alanlarda uygulanmasiyla yaygin
olarak kullanilmistir (Shmaefsky 2006). Bu sekilde biyoloji ve teknoloji alanindaki

gelismelerle biyoteknoloji kavraminin kapsami genislemistir.

Biyoteknoloji tarihsel siire¢ icinde ii¢ doneme ayrilmaktadir: 1919 ve 1939’Iu
yillar1 kapsayan “geleneksel donem”deki bilgi birikimi ve teknolojiyle biyolojik
sistemler (bakteri, maya, mantar), herhangi bir degisime tabi tutulmaksizin ekmek,
peynir, yogurt, alkol vb. maddelerin iiretilmesinde kullanilmistir. 1940°lh ve 1973’1
yillar1 kapsayan “ara donem” de genomlarin da kokli bir degisiklik yapilmaksizin,
biyolojik sistemlerin endiistride kullanim alanlar1 genisletilmis, smurli tekniklerle
fermantasyon teknolojisi kullanarak antibiyotik, enzim, protein ve organik asitler vb.

maddelerin {iretimi gelistirilmistir.

1973 ve sonrasi“modern biyoteknoloji donemi” gelismis ve modern tekniklerin
biyolojik sistemlere uygulanmasina iligkin ¢alismalar1 kapsamaktadir. Boylece,
mutasyonlar ya da rekombinant DNA teknolojisi yardimiyla olusturulan mutantlar veya
transgenik organizmalar, endiistride ve diger alanlarda yogun bigimde kullanilmaya
baslanmigtir. Bu baglamda 20. ylizyilin son yillarinda biyoteknoloji, uygulamali ve
disiplinler aras1 bir alan olarak tanimlanmaktadir. Bu gelismelere paralel olarak 1982
yilinda OECD (Organisation for Economic Co-operation and Development) tarafindan
biyoteknolojinin tarifi yapilmistir. Buna gore Biyoteknoloji; temel bilimlerin ve
mihendislik ilkelerinin, hammaddelerin biyolojik araglar yardimi ile {riinlere

doniistirildigi siireglere uygulandig bir teknolojidir. (Ekinci ve ark.2005).

Biyoteknoloji uygulamalari mikrobiyoloji, biyokimya, molekiiler biyoloji,
immiinoloji, protein miithendisligi ve enzimoloji gibi farkli alanlar1 biinyesinde toplar

(Sekil 2.1). Biyoteknoloji deneyim ve uzmanliklarinin bigimlenmesi ile is birligi
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projelerindeki iki veya daha fazla bilim adaminin ¢alisma iligkisi olarak da

genellestirilebilir.
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Sekil 2.1. Biyoteknolojinin kapsadig alanlar

Biyoteknoloji, bu temel bilim buluglarini kisa siirede yararh ticari iriinlere
doniistiirebilmesiyle bir anlamda kendi talebini de yaratabilir. Bu yoniiyle de oteki
teknolojilerden ayrilir. Ornegin, sicak su kaynaklarinda yasayan bakterilerin birinden
elde edilen, yiiksek sicakliga dayanikli bir enzim, giiniimiizde uygulama ve temel bilim

calismalarinin ayrilmaz bir pargasi olan PCR’nin 6nemli bir girdisidir (Caphan 2011).

Biyoteknolojik uygulamalarda ¢ogu kez c¢evreye zarar vermeyen teknikler
kullanilir. Bu uygulamalarin enerji ihtiyact azdir, yiiksek basing gerektirmez ve oda
sicakligt veya daha diisiik sicakliklarda gergeklesir. Cevreyi kirleten atiklarin
degerlendirilmesi ve mikroorganizmalar yardimi ile pargalanmasi da biyoteknolojik

yontemle miimkiindiir (Karaman 1998).

2.2. Enzimler

Enzimler, dogal olarak canlilar tarafindan sentezlenen protein yapisinda ya da

bir kism: protein olan biyo-molekiillerdir. Baslangi¢ta "E n z i m" terimi, sindirim
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kanalinda oldugu gibi bir ¢ozelti ya da sivi igerisinde etki ettigi durumlarda; buna karsin
"Ferment = Maya" terimi ¢ogunluk hamur mayasinda oldugu gibi, hiicreye bagli oldugu
durumlarda kullanilmistir. Fermentlerin de hiicre disinda etki ettigini bulunca iki terim
arasindaki farklilik ortadan kalkmis oldu. Her iki terim arasinda bugiin herhangi bir fark
olmamakla beraber, bakteri, mantar ve diger hiicreli enzimatik islevler, mayalanma ve
etki maddeleri de ferment olarak kullanilmaktadir (Smith 2003).

Enzimler, binlerce yildir igecek, ekmek ve peynir yapimi gibi islemlerde, varlig
ve gorevi bilinmeden kullanilmistir. Ilk bulgular eski Misira kadar dayanmaktadir.
Yakin tarihte ise Dogu iilkelerinde bir¢ok gida fermantasyonu igin ipliksi mantarlar
enzim kaynagi olarak kullanilmaktadir. Bu Dogudan Bati toplumuna o6nemli bir
teknolojik transferidir. Tarihsel gelisim agisindan bakildiginda enzimlerin ¢ok farkli
kaynaklardan elde edildigi goriilmektedir. Bunlar bitkisel, hayvansal ya da endiistriyel
anlamda ihtiyaci karsilayabilen mikrobiyal kaynakli enzimlerdir. Bitkisel ve hayvansal
enzimlerin endiistriyel ihtiyact karsilayamamasi, bu alandaki ilginin giderek artan bir

sekilde mikrobiyal enzimlere yonelmesini saglamistir.

Mikroorganizmalar biyokimyasal cesitlilikleri ve genetik manipiilasyonlara
uygunlugu gibi sebeplerden dolayr miikemmel bir enzim kaynag olarak
degerlendirilmektedir. Giintimiizde endiistride kullanilan enzimlerin yaklasik %901

mikroorganizmalarin fermantasyonu ile iiretilmektedir (Gupta ve ark. 2003).

Bitkisel kokenli enzimlerin artan talebe karsilik verebilmesi, toprak isleme
etkinligi, gelisim dongiisii ve iklim gibi birka¢ faktére baglidir. Ayrica tarimsal
etkinlikleri kontrol eden ulusal ve uluslararasi politik kuruluslarin ¢aligmalar1 da 6nemli

bir faktor olarak goriilmektedir (John 1987).

Bitkisel kokenli enzimlerin iiretiminde oldugu gibi hayvansal kdkenli enzimlerin
tretiminde de, kesim igin yetistirilen hayvanlart kontrol eden politik ve tarimsal
kuruluslarin izledikleri politikalar etkin rol oynamaktadir. Bir¢ok iilkede yerli ticari
hayvan popiilasyonlarinin korunmasi, hayvanlarin ve hayvansal dokularin bir iilkeden
digerine tagmmmasinda kati kisitlamalarin uygulanmasina sebep olmaktadir. Diger
taraftan hastaliklarin (6zellikle viral hastaliklarin) hayvanlar ve hayvansal dokular
vasitasiyla bir tilkeden digerine yayilmasi biiyiik endiselere sebep olmaktadir. Biitiin bu

sebepler hayvan ve hayvansal iiriin ticaretini olduk¢a kisitlamaktadir. Bitkisel ve
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hayvansal kokenli enzimlerin {iretilmesinde karsilagilan bu sorunlar mikrobiyal kokenli

enzimlere olan ilginin artirmasini saglamistir.

Mikrobiyal hiicreler enzim kaynagi olarak biiyiik bir potansiyele sahiptir ve
bircok avantaj saglarlar. Biiylikk capta iiretimi miimkiin kilacak yontemlerle
uretilebilirler. Ayrica mikroorganizmalarin ikilenme siireleri ¢ok kisa oldugundan

tiretim prosesleri kolaylikla pazarlanabilmektedir (Woodley 2000).

Endiistride kullanilan enzimlerin biiyiikk bir kismi Bacillus suslar1 tarafindan
uiretilmektedir. Bacillus suslar1 endospor olusturan, gomak seklinde, patojen olmayan ve
dogada hemen her yerde bulunan Gram (+) bakterilerdir. Patojen olmamalar1 ve gesitli
endiistriyel enzimleri iiretmelerinden dolay1r gen klonlama calismalarinda 6nemli bir
yere sahip olan Bacillus suslari, sentezledikleri enzimleri hiicre disina salgilama
yetenegindedirler. Bacillus’lar tarafindan sentezlenen baslica enzimler arasinda o-
amilaz, -amilaz, ksilanaz, alkalin fosfataz, B-glukanaz (selliilaz), glukoz izomeraz, -
laktamaz, notral proteaz ve pullulanaz sayilabilir. Bu mikroorganizmalar sadece enzim
iretme yeteneklerine gore degil, ayrica mikroorganizmalarin toksik ve patojen

olmamasina gore de segilirler (Boyce ve ark. 2007).

Enzimlerin etki ettigi maddelere substrat denir. (Sekil 2.2). Enzim molekiiliiniin
belirli bir bolgesinde enzimatik reaksiyonun gerceklestigi bir merkez bulunur. Daima

bir oluk ve ya yarik seklinde olan bu bolge aktif merkez olarak adlandirilir.

—_

Enzim + Substrat = Enzim - Substrat —"‘ Enzim + Urin

N2\ Zaa\V/R

Enzim Madde  Enzim - Substrat Enzim Tepkime
(s Lbstraf kompleksi LirCinleri

Sekil 2.2. Enzim subsrat iliskisi

2.2.1. Enzimlerin Siiflandirilmasi

Enzimlerin sistematik isimlendirilmesinde genel olarak su sira izlenir; doniisiime
ugratilan substratin adi + katalizlenen reaksiyon tipi + az eki. Sistematik isimler ¢ok

uzun oldugundan ¢ogu kez geleneksel isimler tercih edilmektedir (Selen 2006).
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1. Oksidoreduktazlar: Redoks reaksiyonlar1 katalizleyen bu enzimler

dehidrogenaz veya reduktaz cergeve isimleriyle taninirlar. Oksijen, elektron veya
hidrojen alicis1 ise bu durumda oksidaz adi ile anilirlar. Ornekler: Alkol dehidrogenaz,

reduktaz, peroksidaz, glikoz oksidaz, sitokromaksidaz vb.

2. Transferazlar: Dondr (verici) tizerindeki bir fonksiyonel gurubun alicisi
substrat molekiiliine tasmmasmi katalizleyen enzimlerdir. Ornekler: Formil—

transferazlar (transaminazlar), fosfotransferanazlar (kinazlar), CoA transferazlar v.b

3. Hidrolazlar: Suyun katildig1 par¢alanma ve kondenzasyon reaksiyonlarini
katalizleyen enzimlerdir. Ester, glikozid, peptid, C-N, asitanhidridi, C-C, C-X veya P-N
baglarni parcalarlar. Ornekler: lipazlar, fosfatazlar, amilazlar, glikozidazlar,

niikleosidazlar, peptidazlar (proteazlar), amidazlar, vb.

4. Liyazlar: Cift bag olusumunu (hidrolitik olmayan yoldan) ve ¢ift baga
katilma reaksiyonlarini katalizlerler. Etkiledikleri substrattan ya bir kimyasal bir grubu
ayirir ya da ilave ederler. Onemli drnekler: dekarboksilazlar, aldolazlar, dehidratazlar

(fumaraz, akonitaz), karboksilazlar.

5. Izomerazlar: Molekiil igin diizenlenmeleri katalize ederler. Molekiiliin
geometrik veya yapisal cevrilmesini katalizlerler. Bunlar, molekiil i¢inde
oksidorediiksiyonu, grup transferini ve ¢ift bag olusumunu katalizleyen enzimlerdir

(intramolekiiler liyazlar, intramolekiiler transferazlar).

6. Ligazlar: Enzimin etkiledigi iki maddenin birlesmesini katalize ederler.

Amino asitleri aktive eden enzimler, piruvat karboksilazlar, agilaz CoA sentazlar.

Her enzimin kod numarasi 4 rakam ile tarif edilmektedir. 1. rakam grup no, 2.

rakam sinif no, 3. rakam alt sinif no, 4. rakam enzim seri numarasini gosterir.
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Ornegin; nisastanin hidrolizinde kullanilan o-amilaz enzimi, 3 (hidrolaz), 2
(glikoz bilesiklerine etki yapan simnif), 1 (glikozit hidrolaz), 1 (alt siniftaki enzimlerin

arasindaki yeri), 3.2.1.1. rakamlari ile tarif edilir.

Enzim Klasifikasyonu Sinifi Alt Sinift
ve etkiledigi bag
Akseptor
E.C. 3. 2. 1. 1 ——»  Enzimin sira numarasi

2.3. Amilazlar

Amilaz enziminin bugday nisastas1 lizerinde pargalayici bir etkisi oldugu 1811
yilinda Kirchoff tarafindan belirlenmistir. Ancak pargalama etkeni amilaz
tanimlanamamistir (Gupta ve ark. 2003). Benzer etkinin insan tikirigi ile elde
edilebilecegi 1831 yilinda Leuch tarafindan bulunmustur. Bernfeld ise 1951°de
tikiirtigiin bu 6zelligine Berzelius tarafindan pityalin adinin verildiginin, 1833’de Payen
ve Persoz’un ise malttan nisastayr parcalayan bir maddenin varligin1 ortaya
cikardiklarin1 ve buna da diastaz adin1 verdiklerini belirtmektedir. Ancak giiniimiizde
tim nisasta pargalayan enzimler amilazlar olarak bilinmektedir (Greenwood ve ark.
1970).

Amilazlar nisasta ve glikojen molekiillerini hidroliz ederek, glikoz iinitelerinden
meydana gelen daha kiiglik polimerler ve dekstrinler gibi iiriinleri olusturan enzimlerdir.
Bu enzimler hayvanlar ve bitkiler tarafindan da sentezlenmesine ragmen, kontrollii
kosullarda kisa siirede iiriin elde edilmesinden dolay1 biyoteknolojik olarak asil kaynag:
mikroorganizmalar olusturmaktadir (Chakraborty ve ark. 2011).

10
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2.3.1. a-Amilazlar (E.C. 3.2.1.1):

Nisasta molekiiliindeki amiloz zincirinin o-1,4 baglarina rastgele etki ederek
son triin olarak 1/10’u glikoz ve 9/10’u maltoz olan bir karisimi meydana getirir. a-
Amilazlar 1,6 glikozidik bag ile karsilastiginda bu baga etki etmeden geger.
Amilopektin hidrolizi sonucunda glikoz ve maltoza ek olarak bir dizi dalli sinir
dekstrinler olusmaktadir (Agiiloglu 1996). Dort veya daha fazla glikoz igerikli bu
dekstrinler orijinal yapinin 1,6 glikoz baglarint igermektedir. Belirli sayida glikoz
tinitesi kalinca dallanma noktasina amilazlar etki edemediginden bu dekstrinlere sinir
dekstrin (limit dekstrin) denilmektedir.

Nisastanin enzimatik hidrolizi sonunda olusan firiinler a-optik konformasyonu
gosterdiginden bu enzimlere a-amilazlar denilmektedir. Ayrica bu enzimler nisastanin
ic kisimlarindaki a-1,4 baglarina etki yaptiklari igin endoenzimlerdir (Ray ve ark.
2008).

2.3.2. B-Amilazlar (E.C. 3.2.1.2):

Nisasta molekiiliniin indirgen olmayan ucunda ardi ardina gelen maltoz
birimlerini uzaklastiran enzimlerdir. Etkileri, a-1,6 baglarina gelince durur. Boylece
sinir dekstrinler meydana gelmektedir. Hidroliz sonucu agiga ¢ikan {iriinler B-optik
konformasyonu gosterdiginden bu enzimlere de B-amilazlar adi verilmistir (Gomes ve
ark. 2003).

2.3.3. y- Amilazlar(E.C. 3.2.1.3):

y-Amilazlar, amiloz ve amilopektin molekiillerini rediikte olmayan uglarindan
keserek glukoz, maltoz, maltotrioz ve oligomaltoz olusumuna neden olurlar. Ayni
zamanda bazi y-amilazlar amilopektin molekiillerinin 1,6 a-glikozidik baglarini da

hidroliz edebilmektedir (Hsieh ve ark. 2008).

11
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Sekil 2.3. Amiloz ve Amilopektin glukoz polimerleri

2.4. a- Amilaz Enziminin Endistrideki Kullanim Alanlar:

Amilazlar biyoteknolojik ©neme sahip c¢esitli alanlarda kullanilmaktadirlar

(Aygan 2008).

Yaklasik on yildir unlu mamullerde amilazlar yaygin bir sekilde yer bulmustur.
Ozellikle ekmek ve unlu mamullerde daha iyi kabarma, renk ve daha yumusak iiriin elde
etmek amaciyla kullanilmaktadir. Amilaz ilavesi ile fermantasyon oran: artmakta,
hamur viskozitesi azaltmakta, iirin hacmi ve hamurda seker miktar: yiikseltilerek
ekmek kalitesi artirilmaktadir. Ayrica son zamanlarda iriinlerde raf omriinii uzatici

olarak da degerlendirilmektedir.

a-Amilazlarm  en biyiik pazar, glukoz ve fruktoz gibi nisastanin
pargalanmasindan agiga ¢ikan triinlerin iiretimin alanidir. Tatlandirici 6zelliklerinden
dolayi alkolsiiz icecek endiistrisinde ¢ok biiyiik oranlarda kullanilirlar. Ayni1 zamanda
icecek endiistrisinde, alkol fermantasyonu ig¢in nisastanin sivilastirnllmas: ve

sekerlestirilmesi i¢in kullanilmaktadr.

Tekstil endiistrisinde nisasta, hasillama isleminde kullanilir. Ipligin kirilmasin
onlemek amaci ile sonradan giderimi kolay koruyucu bir tabaka uygulamas: yapilir. Bu

amagla nisasta ile muamele edilmesine ‘sizing’, nisastanin uzaklastirilmasina ise

12
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‘desizing’ (Hasillama) denir. Hasillama dokuma esnasinda tekstile direng kazandirir.
Dokuma isleminden sonra nisastanin uzaklastiriimasin: takiben yumusatma ve boyama
islemi baslar. Nisastanin giderilmesi ise genellikle a-amilaz uygulamas: ile

gerceklestirilir,

a-Amilazlarin  kagit ve kagit hamuru endiistrisinde kullanimi, kagit
kaplamasinda nisastanin modifikasyonu iledir. Tekstilde oldugu gibi, kagidin nisasta ile
kaplanmas: kagidi mekanik hasarlara karsi korumaktadir. Ayni zamanda son {iriin
halindeki kagidin sertligini, direncini ve kalitesini de artirmaktadir. Dogal nisastanin
viskozitesi kagit islemleri igin ¢ok yiiksektir. Nisastanin istenilen yogunluga ulagmasi,

amilaz enzimi kullanilarak nisastanin belirli diizeyde hidrolizasyonu sonucu elde edilir.

Deterjan endiistrisinde ise, nisasta temelli Kirliliklerin temizlenmesi amaci ile
o-amilaz enzimi deterjanlarda katki maddesi olarak kullaniimaktadir. Ozellikle sivi
deterjanlarin  %90’dan fazlasinda amilaz enzimi vardir. Son vyillarda bulasik
makinelerinde kullanilan deterjanlara her gegen giin daha fazla amilaz enzimi katilmaya
baslanmistir. Deterjanlardaki enzim ilavelerinin en biiyiik avantaj1 enzimsiz deterjanlara
nazaran daha iyi temizleme saglamasi ve ortam kosullarini yumusatmasidir. Cizelge

2.1°de ticari alanlarda kullanilan amilazlar verilmistir

13
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Cizelge 2.1. Ticari olarak pazarda yer alan amilazlar

ADI

KULLANIM AMACI

AMG(Amyloglucosidase Novo)

Dekstrinleri glukoza cevirir

BAN (Bacteriyel Amylase Novo)

Iki adimli likitlestirmede da nisastayr dekstrine
gevirir.

DEXTRANASE

Ham sekerli sudaki dextranlar1 pargalar

FiINiZYM

Tahil nisastasini hidroliz ederek filtrelenebilirligini
arttirir.

FRUCTOZYME-L

Inulini fruktoza hidroliz eder

FUNGAMYL

Fungal alfa amilaz olup yiiksek maltozlu dekstrin
surubu yapar ekmek yapimi ve ham nisastanin
islenmesinde kullanilir

TERMAMYL, Type LS

Gelistirilmig termostabil tek adimli likitlestirme
islemi i¢in kullanilir

TERMAMYL Tek adimli likitlestirme igin nisastanin dekstrine
donmesini saglayan termostabil alfa amilazdir

TRORUZYME Termostabil CGTase dir

MALTOGENASE Ozel glukoz suruplar1 ve yiiksek maltoz iceren

suruplarin yapiminda kullanilir

AQUAZYME 240 L

Kagit yapiminda nisastanin diisiik sakliklarda
modifikasyonu i¢in kullanilir

FUNGAMYL-800 L

Kagit yapiminda nisastanin diisiik sakliklarda
modifikasyonu i¢in kullanilir

THERMOZYME Tekstil endiistrisinde hasillama isleminde kullanilir

FUNGAMYL SUPER FUNGAMYL in gelistirilmis seklidir.

NOVAMYL Ekmek yapiminda kullanilan essiz  bakteriyel
maltogenik amilazdir

FUNGAMYL 800 Alkol yapiminda fermantasyon zamanini kisaltmak
i¢in kullanilir

LIQUOZYME Yiiksek 1sida gerceklesen likitlestirme isleminde
alkol yapiminda kullanilir.

DURAMYL Protein miihendisligi ile gelistirilmistir Termamyl

varyantidir. Cok yiiksek 1silara dayanikli olup ham
nisasta iglenmesi prosesinde kullanilir
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2.5. Termofilik Mikroorganizmalar

Son yillarda yapilan birgok calismada, ekstremofil mikroorganizmalar i¢inde en
cok termofilik bakteriler dikkat ¢ekmektedir ve bunlarin biyokatalitik potansiyelleri ve
enzimleri iizerinde bir¢ok arastirma yapilmistir. Termofilik mikroorganizmalarin
mezofilik mikroorganizmalara gore, yliksek {ireme hizlari, son {iriiniin kolay
kazanilmasi, yiiksek proses stabilitesi ve verimi, nisasta ve selilloz gibi dogal
polimerleri dogrudan fermente edebilmeleri gibi 6nemli avantajlar1 vardir. Termofiller
arasinda Bacillus, Clostridium, Fervidobacterium, Thermus, Thermoanaerobacter,

Thermotoga ve Aquifex yer almaktadir (Kambourova ve ark 2009).

Termofilik basillerin 45°C ile 70°C sicakliklari arasinda en iyi ireme sicakliklari
oldugu belirlenmistir. Bu sonuca gore derin deniz hidrotermal alanlar, sicak su

kaynaklari, petrol rezervleri, okyanus derinlikleri gibi farkli ¢evresel bdlgelerden izole

edilirler (Rahman ve ark 2004).

Son on yilda termofilik bakteriler biyoteknolojik potansiyellerinden dolay1 ¢ogu
bilim adaminin ilgisini ¢ekmistir. Bazi termofil aerobik ve anaerobik sporlu bakteriler,
1940’lardan 6nce sicak karasal ortamlarindan izole edilmislerdir (Brock 1986). Yaklasik
20 yil once de, termal kaynaklardan spor olusturmayan aerobik bakteriler elde
edilmistir. ilk izole edilen termofil organizma olan Sulfolobus acidocaldarius 80°C’de

optimum gelisme gostermektedir (Brock ve ark. 1972).

Genis sicaklik araliklarinda tireyebilen termofilik mikroorganizmalar, yiiksek
sicaklikta optimum fonksiyon gostermek icin biyolojik membranlarinda cesitli
adaptasyonlara ihtiya¢ duyarlar. Genelde bakterilerin fosfolipit kompozisyonu gelisim
sicakligr ile degisir. Termofillerin hiicre membrani doymus yag asitlerinden yapilmistir.
Bu yag asitleri hiicreye hidrofobik bir ¢evre saglar ve yliksek sicaklikta yagamasi icin
hiicreyi yeterince stabil tutar. Bu mikroorganizmalar diger mikroorganizmalar ile
karsilastirildiginda, dogalar1 nedeniyle hiicresel komponentleri, enzimleri ve proteinleri

de oldukga termostabildir (Adigiizel ve ark. 2009).

2.6. Termostabil Enzimler

Termostabil enzimler, protein stabilitesinin anlagilmasi ig¢in model olarak

kullanilmalarinin yaninda ¢ok 6nemli biyoteknolojik potansiyellere de sahiptirler. Bu
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kadar Onemli olmalarinin diger nedeni ise yiiksek sicakliklardaki biyoteknolojik
proseslerin avantajlaridir. Bu duruma o&rnek verilecek olursa, organik ¢oziicii
icerisindeki kimyasal reaksiyonlarin hizlarindaki artisin nedeninin yiiksek sicakliklarda
ortam viskozitesindeki azalma ve difiizyon katsayisindaki artistan kaynaklandig:

yapilan aragtirmalarda gézlenmistir (Becker ve ark. 1997).

Coziinirligii disik olan hidrofobik bilesiklerin oldugu c¢esitli islemlerde,
sicakhigin  yiikseltilerek ¢oziiniirliigiin - arttirilmas: ile reaksiyon hizinin artmasi
saglanmaktadir. Ayrica yiiksek sicaklik, biyolojik hidroliz reaksiyonlarinin hizlarin

arttirmakta ve kontaminasyon riskini de azaltmaktadir (Saboto ve ark. 1999).

2.7. Termostabil Amilazlar

Termofil 6zellikteki mikroorganizmalardan elde edilen termostabil enzimler
kalitsal stabilitelerinden dolay1r bir¢ok ticari uygulamada kullanilmaktadir. En genis
kullanim alanina sahip termostabil enzim a-amilazdir. Amilolitik termostabil enzimler
kullanilarak tek adimli islemler ile glukoz iiretiminin maliyeti diistiriiliip kaliteli iiriin

tiretme orani arttirilmasi hedeflenmektedir (Haki ve Raksit 2003).

Termostabil amilazlar, c¢esitli termofilik ve mezofilik bakterilerden ve
funguslardan elde edilebilirler, ancak yiiksek sicakliklardaki termostabiliteden, termofil

mikroorganizmalar sorumludur.

a-Amilaz enziminin yiiksek sicakliklara adapte olma o6zelligi genetik olarak
kodlanmistir. Biyofiziksel ve yapisal ¢aligmalarin ortaya koydugu modeller gosteriyor
ki, bu adaptasyon bir dizi modifikasyon sonucunda ortaya cikmaktadir. Bunun
sonucunda termal stabilite artmakla beraber proteinlerin rijit ve dayanikli yapisi
denaturasyona karsi dayanikli hale gelir. Termostabil a- amilazlar daha ¢ok Bacillus
subtilis, Bacillus licheniformis ve Bacillus amyloliquefaciens gibi g¢esitli Bacillus

tiirlerinden izole edilmislerdir. (Eichler 2001).

2.8. Geobacillus stearothermophilus

Geobacillus stearothermophilus kalin bir hiicre duvari ve ig hiicre zar1 tarafindan
karakterize olan cubuk seklinde ki bir gram pozitif bakteridir. Bakteri sicak su
kaynaklarinda, okyanus diplerinde ve toprak gibi alanlarda yaygin olarak bulunan

termofilik bir bakteridir. Biiyiime sicakligi 30-75°C arasinda degismektedir. G.
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stearothermophilus sterilizasyon dongiisii basar1 testi i¢in bir ekipman olarak stirekli
biyoteknoloji endiistrisinde kullanilir. Bakterinin yiiksek 1siya dayanikli olmasindan
dolay1 sterilizasyon dongiisiinden sonra bakteri yasaminin biyolojik indikatori igin
uygundur. G. stearothermophilus tiirii simdiye kadar patojen bir durum gostermemistir.
Bakteri, gida endiistrisinde ve ticari enzim {iiretiminde de kullanilmaktadir (Timko
2011).

2.9. Enzim Saflastirma

Saflastirilacak olan enzimin bulundugu kaynaktan ¢ikarilmasi gerekir. Bu islem
her kaynak i¢in farkli sekillerde yapilabilir. Ornek olarak, bir bakterinin ekstraseliiler bir
enzimi saflastirmak isteniyor ise santrifiij, intraseliiler enzimi saflagtirillmak isteniyor ise
sonikasyon kullanirken, bitki i¢in ezme yontemi kullanilabilir (Sinan 2011).

Santrifiijleme: Degisik basamaklarda uygulanabilecek bir islemdir. 1.
basamaktan sonra hiicre organellerinin ve biiyiikk partikiillerin uzaklastirilmasi igin
kullanilabilir. Bunun yani1 sira amonyum siilfatla ¢oktiirme isleminden sonra da yapilir.
Cok defa basvurulabilecek bir islemdir.

Amonyum Siilfatla Coktiirme: Belirli doygunluk derecesine gore eklenen
amonyum siilfat degisik molekiil agirligindaki enzimlerin ¢okmesine neden olur.
Coktiirme islemlerindeki istedigimiz araligt buldugumuz zaman diger proteinlerden
kurtulmus oluruz.

Diyaliz: Istenmeyen kiigiik maddelerden kurtulmak igin yapilan bir islemdir.

Kolon: Saflastirma islemlerinden en ¢ok saflastirma derecesi veren islemdir.
Molekiil biiytikliigi, elektriksel yiik, afinite gibi degisik Ozelliklerden yararlanilarak
hazirlanan kolonlardan numune gecirildigi zaman yiiksek bir saflagtirma yiizdesi elde

edilir.

Kromatografik Teknikler: Jel, iyon-degistirme, hidrofobik, affinite,
immiinoaffinite ve kovalent kromatografisi enzim saflastirma amaciyla yararlanilan en

onemli kromatografik yontemlerdir. En ¢ok kullanilanlar;

Iyon Degisim Kromatografisi: Bilindigi gibi yap1 olarak protein olan enzimler
amfoter karakterlidir, ortamin tuz konsantrasyonuna ve pH ya bagimli olarak
polianyonik veya polikatyonik yapidadirlar. Dolayisiyla iyon degistirici regineler

tarafindan tutulabilirler. Enzimlerin ¢ogunun izoelektrik noktalar1 asidik bolgede yer
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aldigindan anyon degistirici regineler ile kromatografi daha uygun olmaktadir.
Reginelere Ornek olarak seliilloz bazli iyon degistirici regineler, dekstran ve

poliakrilamid jeller 6rnek olarak verilebilir (Kritiansen ve ark.1987).

CHyCH,
O—CH;-CH;-N-H
|

CH;-CH,
Cellulose

Sekil 2.4. DEAE seliilozun (Diethylaminoethyl cellulose) sematik yapisi

Jel Filtrasyonu: Jel filtrasyonunda ayirmada etkili olan parametreler molekiil
sekli ve biiyiikligilidiir. Sabit faz1 olusturan materyal gézenek boyutu belli olan ¢apraz
bagli hidrofil polimerlerdir. Gozeneklerden jel derinliklerine girebilen molekiiller giiglii
bir sekilde tutulabilirler. Jel filtrasyonunda kullanilan filtrasyon materyali poliakrilamid,
agaroz, dekstran ve bunlarin kombinasyonu ile olusturulan ¢apraz bagl tiirevlerdir.

(Aehle 2004).

Affinite Kromatografisi: Affinite kromatografisi enzim aktif merkezinin
adsorbanta baglanmasi esasina dayanir. Adsorban olarak kullanilan jel ve polimerlere
enzimin substratinin bir analogu, kompetetif inhibitorii veya enzim ile tersinir
etkilesebilen bir ligand kovalent baglanmistir. Affinite reginesi olarak adlandirilan boyle
bir adsorban bir kolona doldurulur ve ham enzim ekstrakt1 kolondan uygun bir tampon
ile gecirilirse ayrilacak enzim kolonda tutulur. Safsizlik olusturan diger maddeler
kolonu terk ederler. Daha sonra kolon kosullar1 degistirilerek tutulmus olan enzimin
elusyonu gerceklestirilebilir. Ham ekstraktin hedeflenen enzimin tek adimda oldukga saf
olarak elde edilmesine olanak veren bu teknik laboratuvar uygulamalarinda ¢ok basarili
bir sekilde uygulanmakla birlikte endiistriyel uygulamalar1 ¢ok simirlidir (Godfrey ve
West 1996).
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2.10. Elektroforez

Arne Tiselius tarafindan gelistirilmis olan elektroforez, yiikli molekiillerin
elektriksel alandaki hareketlerinin izlendigi bir tekniktir. Coziinmiis durumdaki
molekiillerin elektrik yiiklerinin kiitlelerine oraniyla belirlenen hizlarda, elektriksel
alanda hareket etme prensibine dayanir. Amino asitler, proteinler, niikleotitler ve
niikleik asitler gibi 6nemli biyolojik molekiiller iyonize olan gruplar igermektedirler ve
boylece herhangi bir pH’da ¢6zelti iginde elektrikge yiiklii katyonlar ve anyonlar
seklinde bulunurlar. Bu elektrik alan etkisi ile bu yiiklii partikiiller net yiiklerine
bagimli olarak katoda veya anoda dogru go¢ ederler (Vesterberg 1993).

Elektriksel Alanda Gog¢ Hizlari; elektriksel alanin siddetine, molekiillerin net
yiikiine, molekiillerin sekillerine, ortamin viskozitesine, hareket ettikleri ortamin iyonik

siddetine, molekiillerin biiyiikliigline ve sicakliga baghidir.

Elektroforez, protein ve niikleik asitlerin saflastiriimasinda kullanilan oldukga
onemli bir metottur. Daha ¢ok c¢alisilan molekiillerin 6zelligine gore degisik destek
matriksleri kullanilarak uygulanmaktadir. Bunlarin arasinda kagit, seliiloz, asetat,

nigasta, agaroz, poliakrilamid jel elektroforezleri sayilabilir

Proteinler i¢in en iyi aymrma yontem ise poliakrilamid jel elektroforezidir
(PAGE). PAGE’de destek matriks olan poliakrilamid, akrilamid monomerlerine ¢apraz
baglayict molekiiller olan N, N metilen-bis akrilamidin kovalent olarak baglanmasindan
olusan bir polimerdir. Bu c¢apraz baglar jelde polipeptidlerin gececegi porlar

olusturmaktadir.

Akrilamid konsantrasyonu jelin yogunlugunu ve dayanikliligini belirlemektedir.
Konsantrasyonun artmasiyla olusan agin sikligi artar gozenek capi azalir. Molekiil
agirligi 60-200 kDa olanlar igin % 5’lik jel, 30-120 kDa igin %7,5’1uk jel, 16-70 kDa
icin % 10’1uk jel, 12-45 kDa olanlar i¢in ise % 15°lik jel kullanilmaktadir.

Jeldeki polimerizasyon ya kimyasal ya da fotokimyasal yolla ger¢eklesmektedir.
Kimyasal yontemde APS (amonyum persiilfat), fotokimyasal yontemde ise riboflavin
kullanilmaktadir. TEMED (N,N,N’,N’tetrametilenetilendiamin) her iki uygulamada da

katalizor olarak gorev gortir.
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Proteinlerin birbirinden ayrilmasi amaciyla non-denatiire ve denatiire sistemler
kullanilmaktadir. Non-denatiire (Dogal) PAGE; Proteinlerin dogal yani iic boyutlu
yapilarin1 bozmadan kosturulduklar jel elektroforez tipidir. Proteinler jel icerisinde
elektriksel alanda hem yiiklerine, hem de molekiil agirliklarina gore hareket ederler.
Boylece elektroforez bitiminde aktivitelerini kaybetmemis olurlar. Bu elektroforez
tipinde dikkat edilecek en Onemli hususlardan biri elektroforez esnasinda elektrik
akimindan dolayr dogacak olan 1sinmalardan proteinlerin etkilenmemesi ig¢in

elektroforezin soguk odada yapilmasi geregidir. (Aygan 2008).

Denatiire (Dogal olmayan) Jel elektroforezi SDS-PAGE; Sodyum dodesil siilfat
poliakrilamid jel elektroforezi yani SDS-PAGE dedigimiz elektroforez, protein
karigimlarinin  6zelliklerini incelemek agisindan Onemlidir ve yaygimn olarak
kullanilmaktadir. Bu elektroforez tekniginde etkin bir aymrimin yapilabilmesi igin
proteinler arasindaki elektriksel yiik farkinin ortadan kaldirilmasi ve proteinlerin
denatiire edilip lineer hale getirilmesi gerekir ki etkin bir sekilde jel igerisinde
kosturulsun. Elektriksel yiik farkinin ortadan kaldirilmasi ve proteinlerin denatiire
etmek i¢in; iire, 2-merkaptoetanol, SDS ve 1sidan yararlanilmaktadir (Temizkan ve Arda
2008).

2.11. a-Amilazin’n izolasyonu, Saflastirilmas: ve Karakterizasyonu Uzerine

Cahismalar

Srivastava (1987) Bacillus stearothermophilus’tan iretilen amilazlar
saflagtirmigtir. Saflastirdigi amilazlari, a-amilaz ve B-amilaz olarak belirleyip molekiil
agirhiklarini sirasiyla 48 kDa ve 57 kDa olarak tespit etmistir. Saflagtirilan amilazlarin
optimum sicaklik ve pH’si1 80 °C ve pH 6.9 olarak bulmustur. Zn*?, Mg*?, Mn*? ve
Al kismen inhibitor iken Cu*?, Fe*®, Ni*?, Hg*?, Pb*™ ve Ag*™ enzimlerin aktivitesini
inhibe ettigini Ca2+, Ba2+, Sr2+, ve K* iyonlart amilaz aktivitesini artirdigini tespit
etmistir. GSH ve sisteinin enzim aktivitesine etki etmemesine ragmen PCMB, EDTA ve
sodium iodoacetate’in ise enzim aktivitesinde inhibitor etki yaptigini tespit etmistir. o-

Amilaz ve B-amilaz’in Km degerleri sirasiyla 1.05 ve 1.25 mg/ml olarak belirlemistir.

Shaw ve ark. (1995) Ekstratermofilik Thermus sp’ten salgilanan a-amilaz

enziminin saflastirilmas1 iizerine calisma yapmislardir. Saflagtirilan enzimin SDS-

20



Baris ENEZ

PAGE ile molekiil agirhigmi 59 kDa olarak tespit etmislerdir. Enzimin optimum
sicakligin1 70 °C ve optimum pH’sii 5.5-6.5 olarak belirlemislerdir. EDTA’ya kars:
enzimin duyarligi oldugunu, Ca™ iyonun enzim aktivitesinde herhangi bir degisime
neden olmadigin1 ve Cu*? ve Fe*? metallerinin enzim aktivitesini giiclii bir sekilde

inhibe ettigini bildirmislerdir.

Hamilton ve ark. (1999) Bacillus sp. IMD 435 o-amilaz iiretimi ile ilgili
calismuslardir. Bakteri {iretimi i¢in inkiibasyon siresi 41. saat sicaklig ise 40 °C olarak
belirlemiglerdir. Azot kaynagi olarak %?2’lik maya 0ziitli ve karbon kaynagi olarak
%4’liik laktoz iceren besi yerlerinde maksimum o-amilaz aktivitesi tespit etmislerdir.
Laktozlu ortamda o-amilaz iiretimi fazla olmasma ragmen bakteri iiretiminin az
oldugunu ve kismi saflagtirilan enzimde maksimum amilaz aktivitesinin pH 6.0 ve

65°C’de oldugunu tespit etmislerdir.

Mamo ve Gessesse (1999) Termofilik Bacillus sp.WN11’den termostabil o-
amilazlarin saflagtirilmas1 ve karakterizasyonu iizerine ¢alisma yapmislardir. Bakteri
{iretimini 18 saatte ve 65°C sicaklikta gerceklestirmislerdir. Amilaz I ve amilaz II’nin
molekiil agirliklarint sirast ile 76 ve 53 kDa olarak bulmuslardir. Her iki enzimin de
optimum pH’sin1 5.5, amilaz I’in optimum sicakligim1 75 °C, amilaz II'nin optimum
sicakligim ise 80 °C olarak tespit etmislerdir. Enzimlerin 80 °C de 4 saat inkiibasyon
sonunda % 50 aktivitelerini korudugunu ve pH 5.5 ile 9.0 da stabil olduklarini
gostermislerdir. Saf enzimlerin aktivitelerinin Cu*?, Fe*® ve Hg*? iyonlan ile inhibe
oldugunu, Zn* iyonunun ise enzim aktivitesine herhangi bir etki yapmadigim

gostermislerdir.

Sarikaya ve Giirglin (2000) Bacillis suslarindan yiiksek verimde a-amilaz
enzimi elde etmek igin yeni bir ortam gelistirme tizerine ¢alismistir. Farkli karbon, azot
ve metal kaynaklari varliginda 3 Bacillus susunun tiretimini gergeklestirmistir. En
yiiksek a-amilaz verimini B. subtilis’te Na-sitratli, B. amyloliquefaciens I’de nisastali ve

B. amyloliquefaciens II’de ise siikrozlu ortamda elde etmistir. Azot kaynagi olarak B.
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amyloliquefaciens I i¢in amonyum siilfat iyi bir kaynak iken maya oziitiinii B. subtilis
ve B. amyloliquefaciens II igin enzim bakimindan verimli bulmustur. Ag™, Zn*? ve
Cu*?nun biitiin suslarda giiclii bir inhibitor etki gosterdigini belirlemistir. o-Amilaz i¢in
tim suslarda optimum sicakligi 55°C, B. subtilis i¢in optimum pH 7.0, B.

amyloliquefaciens’in her iki susu i¢in ise pH 5.9 olarak bulmustur.

Aguilar ve ark. (2000) Lactobacillus manihotivorans LMG 18010’dan salgilanan
ekstraseliiler a-amilaz enziminin saflagtirilmasi  ve karakterizasyonu {izerine
calismislardir. Enzimin molekiiler agirligin1 135 kDa olarak ve optimum pH’sin 5.5,
optimum sicakligim 55 °C olarak belirlemislerdir. Enzimin pH 5.0 ile pH 6.0’da iyi
stabilite gdsterdigini, 55 °C de 1 saat inkiibasyon sonrasinda aktivitesini kaybettigini
belirtmislerdir. Enzimin Km degerini 3.44 mg/ml olarak belirlemislerdir. Enzim
aktivitesi iizerine agir metallerin etkisini denemisler ve Al*, Fe*® ve Hg™ (10 mM)

iyonlarimin varliginda enzim aktivitesinin hemen hemen kayboldugunu tespit emislerdir.

Cordeiro ve ark. (2002) Termofilik Bacillus sp SMIA-2 «a-amilaz enziminin
iiretimini ve karakterizasyonunu gerceklestirmislerdir. Maksimum amilaz iiretimine
¢ozlinebilir nisasta i¢eren 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 kaldigin1 ve 60 °C, 70 °C ve 90 °C’de sirasiyla % 4, % 13, %
38’ini kaybettigini tespit etmislerdir. Enzimin Co*?, Cu*? ve Ba'? tarafindan orijinal
aktivitesinin giiglii bir sekilde inhibe edildigini, Ca*?, Mg*?, Ni*?, Sr*? ve Mn**dan daha

az etkilendigini saptamislardir.

Gomes ve ark. (2003) Ekstrem termofilik Rhodothermus marinus’un 5 tiirii
iizerinde yliksek termostabil o-amilaz ve pullanaz enzimlerin {retimi ve kismi
karakterizasyonu iizerine calismiglardir. Bakteri iiretimini 15-16.saatlerde ve 61°C
sicaklikta gergeklestirmislerdir. En iyi karbon kaynagi olarak maltozu, en iyi azot
kaynag1 olarak da maya oziitiinii belirleyip besi yerine ilave etmislerdir. a-Amilazin

optimum sicakligimi 80 °C ve optimum pH’si1 6.5 olarak tespit etmislerdir.
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Burhan ve ark. (2003) Termostabil ve alkalin a-amilaz ireten Bacillus sp. ANT-
6Y’y1 topraktan izole etmislerdir. Enzimin maksimum aktivite gosterdigi sicaklig1 80°C,
optimum pH’y1 da 10.5 olarak tespit etmislerdir. Kismi olarak saflastirdiklar1 enzimin
molekiil agirligini 94.5 kDa olarak bulmuslardir. Enzimin alkalin pH degerinde (9.5-
13.0) oldukga stabil oldugunu ve 100 °C’de aktivitesinin % 85.5 oraninda korundugunu
tespit etmiglerdir. CaCl, ve PMSF’nin enzim aktivitesini arttirdigini Zn+2, Na*, Na-
stlfid, EDTA, tire ve SDS’nin enzim aktivitesinde azalmaya sebep oldugunu

belirtmislerdir.

Konsula ve ark. (2004) Ilimhi termofilik Bacillus subtilis’in ekstraseliiler
termostabil a-amilaz: ile ilgili caligma yapmiglardir. Maksimum enzim iiretimini nisasta
ilaveli besi ortaminda ve 40°C de bulmuslardir. Enzimin 135°C ve pH 6.5’ta maksimum

aktivite gosterdigini tespit etmislerdir.

Yang ve Liu (2004) Thermobifida fusca’tan elde edilen a-amilazin maltotrioz
liretim 6zellikleri ve saflagtirilmast iizerine ¢alisma yapmuslardir. Bakteri {iretimini 50°C
sicaklikta ve 24 saatte gergeklestirmislerdir. Enzimin % 22 verimle ve 7.2 kez
saflagtirmasini saglamiglardir. Saflastirilan enzimin molekil agirligini SDS-PAGE ile
60 kDa olarak tespit etmislerdir. Enzimin optimum pH ve sicakligini sirasiyla 7.0 ve
60°C olarak belirleyerek 3 saat ve 60°C de kalan enzim miktarinin yaklasik olarak % 70

oldugunu tespit etmislerdir.

Najafi ve ark. (2005) Topraktan izole ettikleri Bacillus subtilis AX20 'den
urettikleri ekstraseliiler oa-amilaz enziminin saflagtirilmasini gergeklestirmislerdir.
Maksimum enzim iiretim sicakligin1 37°C olarak bulmuslardir. Saflastirilan enzimden
% 24.2 verim elde edip spesifik aktiviteyi 4133U/mg olarak belirlemislerdir. Saf
enzimin optimum sicakligin1 55°C, optimum pH’sin1 da 6.0 olarak tespit etmislerdir.
Enzim aktivitesi lizerine agir metallerin ve kimyasallarin etkisini arastirmislar, Hg+2,

Ag*? ve Cu*? tarafindan inhibe edildigini, EDTA’dan etkilenmedigini belirlemiglerdir.
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Noman ve ark. (2006) Pachyrhizus erosus L’den a-amilaz enziminin
saflagtirilmasi tlizerine ¢alisma yapmislardir. Saflagtirilan enzimden % 22.8 verim elde
edip saflastirma kat sayisini 110 olarak bulmuslardir. Saf enzimin molekiil agirligini 40
kDa olarak hesaplamislardir. Enzimin optimum pH’sin1 7.3, sicakligin1 ise 37°C olarak
bulmuslardir. Zn*?, Fe*® ve Cu™ iyonlarinin aktiviteyi yiiksek oranda inhibe ederken
Li*?, Hg" ve Cd*? iyonlarinin orta derecede etkiledigi, Ag*, Mg*? ve K* iyonlarmin ise

aktiviteye daha az etki ettigini tespit etmislerdir.

Behal ve ark. (2006) Bacillus sp. AB 04’ten elde ettikleri alkali o-amilaz
enziminin karakterizasyonu tizerine ¢alismislardir. Bakteri tiretimini 24-36 saatlerinde
ve 40°C sicaklikta gergeklestirmislerdir. Alkali a-amilaz iiretimini % 1 fruktoz ve % 1
et oziitii iceren besi ortaminda gerceklestirmislerdir. Enzimin optimum sicakligin1 40°C
olarak belirleyip 50°C ile 80°C arasinda stabil oldugunu tespit etmislerdir. Enzim icin
optimum pH 8.0 olarak bulunmus, pH 7.0 ile 10.0 arasinda stabil oldugu belirlenmistir.

Ca*?ve Co™ iyonlariin enzim aktivitesini gii¢lii bir oranda arttigin1 tespit etmislerdir.

Ezeji ve Bahl (2006) Geobacillus thermodenitrificans HRO10’dan salgilanan a-
amilaz ve a-glukosidaz enzimlerini saflastirmiglardir. SDS-PAGE ile a-amilazin
molekiil agirlign 58 kDa olarak bulunmus, optimal pH’s1 5.5 ve sicakligi 80°C olarak
tespit edilmistir. EDTA tarafindan gii¢lii bir sekilde inhibe edildigini tespit edip, Ca*?
varliginda 70 °C de 1 saat inkiibasyondan sonra o-amilaz aktivitesinin % 92 den
fazlasinin kaldigimi gézlemlemislerdir. Enzimin Km ve Vmax degerlerini sirasiyla 3.05

mg/ml ve 7.35 U/ml olarak belirlemislerdir.

Asgher ve ark. (2007) Termofilik Bacillus subtilis JS-2004’ten temostabil o-
amilaz enziminin tretimini ve Kkarakterizasyonunu gergeklestirmislerdir. Bakteri
inkiibasyon siiresini 48 saat sicaklig1 50°C ve pH 7.0 olarak tespit etmislerdi. Bakterinin
iiredigi ortama Ca'?, maya oziitii ve glukoz ilave ederek bu maddelerin bakterinin
liremesine ve enzim firetimine olan etkilerini arastirmislardir. Maksimum enzim
iiretimini 72 U/ml olarak 48. saatte pH 7.0’de ve 50°C’de elde etmislerdir. Enzimin

optimum pH’smi1 8.0, optimum sicakhigin1 da 70°C olarak belirlemislerdir. Ca*®nmn
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*2 ve Hg** tarafindan

enzim aktivitesi lizerinde iyi bir aktivator oldugunu, C0+2, Cu
enzimin giiglii bir sekilde inhibe edildigini, Mg*?, Zn*?, Fe*2, Mn*? ve Ni*? iyonlarindan

enzimin daha az etkilendigini bulmuslardir.

Saxena ve ark. (2007) Bacillus sp. PN5’ten iiretilen yiiksek termostabil ve
alkalin amilaz {iiretimi ilizerine ¢aligma yapmuslardir. 60 saat inkiibasyon sonrasinda
60°C pH 7.0 de (%) 0.6 nisasta (%) 0.5 pepton ve (%) 0.3 maya o6ziitii igeren besi
ortaminda, pH 10.0°da ve 90 °C’de spesifik aktiviteyi 65.23 U/ml olarak bulmuslardir.
Enzim aktivitesinin, pH 10.0°da 1 saat 6n inkiibasyon sonras1 % 80’inin korundugunu,
105°C’de % 65 oraninda aktivite gosterdigini ve 80°C ile 100°C arasindaki sicakliklarda

1 saat inkiibasyon sonrasi ise % 100 stabil kaldigin1 belirlemislerdir.

Agiiloglu (2008) Sicak su kaynagindan izole ettigi Bacillus subtilus 'tan a-amilaz
enziminin karakterizasyonu {izerine arastirma yapmistir. Enzim i¢in optimum sicaklik
65°C, optimum pH 7.0 olarak belirlemistir. Ca*?nin enzim aktivitesini arttirdigini, artan
glukoz ve EDTA konsantrasyonlarinin ise enzim inhibisyonuna neden oldugunu

gbzlemlemistir.

Arikan (2008) Termofilik Bacillus sp. A3-15"ten iiretilen alkalin ve termostabil
o-amilazi kismi olarak saflastirarak enzimin optimum sicakhigim 70°C, optimum
pH’sin1 da 11.0 olarak bulmustur. Nisastali SDS-PAGE elektroforez ile 86 kDa ve 60
kDa molekiil agirliklarinda bagimsiz iki bant elde etmistir. Enzimin pH 10.0 ile 11.5
alkalin pH araliklarinda %95 oraninda aktif oldugunu ve 100°C’de 30 dakika
Oninkiibasyon sonrasi orijinal aktivitesini %96 oraninda korudugunu tespit etmistir.
Enzim aktivitesinde 5 mM CaCl, varliginda %30 artis gézlemlemis, 5 mM EDTA,
ZnCly,, NaCl,, Na-siilfid, 3 Mm PMSF, SDS ve iire tarafindan inhibe edildigini tespit
etmistir. pH 10.0 ile 11.0 araliginda, 60°C’de 24 saat sonunda yaklasik %70 oraninda
stabil kaldigin1 belirlemistir.
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Carvalho ve ark. (2008) Termofilik Bacillus sp. SMIA-2’den a-amilaz enziminin
iiretimi iizerine ¢aligma yapmislardir. Maksimum enzim iiretimine azot kaynagi olarak
pepton, karbon kaynagi olarak ise ¢6ziiniir nisastanin bulundugu besi ortaminda 32 saat
inkiibasyon sonrasinda ulasmislardir. Enzimin optimum pH’sim1 8.5, optimum
sicakligin1 ise 90°C olarak bulmuslardir. Enzimin 90°C de aktivitesinin %66’sin1
kaybetmesine ragmen 40-50°C de enzimin 1 saat stabil kaldigini tespit etmislerdir.
Co*?, Cu*? ve Ba™ iyonlarinin enzim aktivitesini giiclii bir sekilde inhibe ederken Mg*?,
Na’ ve K" iyonlarinin daha az etki ettigini belirlemislerdir. a-Amilaz aktivitesine Omo,
Campeiro ve Tide gibi ticari deterjanlarin uygulanmasi ile kalan enzim aktivitesini sirasi

ile % 86, % 85 ve % 75 olarak bulmuslardir.

Hmidet ve ark. (2008) Bacillus licheniformis NH1 salgilanan termostabil a-
amilaz enziminin saflastirilmas1 ve Karakterizasyonu iizerine ¢alisma yapmislardir.
Bakteri iirertimini 48 saat, 37°C ve pH 7.0 de gergeklestirmislerdir. a-Amilaz enzimini
%15.9 verimle ve 3.08 kez saflastirmiglardir. Saflastirdiklar1 enzimin molekiiler
agirhigim 58 kDa olarak tespit etmislerdir. Saf enzimin optimum sicakligim 90°C olarak,
enzimin pH 5.0 ile pH 10.0 gibi genis bir aralikta yiiksek aktivite gosterdigini
bulmuslardir. pH 5.0, pH 9.0 ve pH 10’ da kalan enzim miktarlarini sirasiyla %89,
%96.6 ve %90 olarak belirlemislerdir. Ca** iyonun bulundugu ortamda aktivitenin

etkilenmedigini ancak EDTA’ya karsi duyarli oldugunu belirlemislerdir.

Liu ve ark.(2008) Bacillus sp. YX-1’den a-amilaz enziminin {retimi,
saflagtirllmas1 ve karakterizasyonu iizerine ¢alisma yapmuslardir. Enzimin pH 5.0’te
maksimum aktivite gosterdigini, pH 4.5 ile 11.0 arasinda stabil kaldigin1 ve enzimin
optimum sicakligim ise 40-50°C olarak tespit etmiglerdir. Saflastirilan enzimin

molekiiler agirligin1 56 kDa olarak hesaplamislardir.

Prakash ve ark. (2009) Halofilik Chromohalobacter sp. TVSP 101 bakterisinden
termostabil, halotolerant ve alkali-stabil olan ekstraseliiler a-amilaz enziminin tiretimini,
saflagtirilmasi ve karakterizasyonunu gergeklestirmislerdir. Maksimum amilaz iiretimini

tripton ve %0,5 piring unun bulundugu 37°C de, pH 9.0 da, %20 NaCl veya %15 KCI
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iceren besi ortaminda elde etmislerdir. Ortama 50 mM CaCl, ilavesinin enzim iiretimini
%29 oraninda arttirdigini belirlemislerdir. Amilaz I ve amilaz II olarak adlandirilan iki
enzimi saflastirildiktan sonra molekiil agirliklarini sirasiyla 72 kDa ve 62 kDa olarak
tespit etmislerdir. Her iki enzimin de pH 9.0 da ve 60°C’de maksimum aktivite

gosterdigini belirtmislerdir.

Shafiei ve ark. (2010) Nesterenkonia sp. F susundan salgilanan amilaz enziminin
saflagtirilmasimni ve biyokimyasal karakterizasyonunu gerceklestirmislerdir. Enzimin
molekiil agirhgini yaklasik olarak 100-106 kDa olarak, optimum sicakligini 45°C
pH’sim 7.5 olarak tespit etmislerdir. Zn*?, Fe®™, Cu*® ve AI™ iyonlarmmn amilaz
aktivitesini olduk¢a inhibe ettigini fakat Ca™ enzim aktivitesini arttirildigin
saptamiglardir. EDTA’nin enzim {izerine inhibisyon etkisi olustururken PMSF ve (-
mercaptoethanol’un enzim {izerinde inhibisyon etkisi olugturmadigini tespit etmislerdir.
%0.5 SDS, %0.2 Triton X-100, Tween 80, Tween 20 deterjanlarina kars1 oldukga stabil
oldugunu belirlemislerdir. Coziinebilir nisasta kullanarak enzimin Km degerini 4.5

mg/ml olarak bulmuslardir.

Mollania ve ark.(2010) Sicak su kaynagindan izole ettikleri Geobacillus sp.
LH8’in a-amilaz enzimini saflastirmiglardir. Saflastirdiklar1 enzimin molekiiler
agirhgmi 52 kDa, optimum pH’sim 5.0-7.0, optimum sicakligin1 ise 80°C olarak
bulmuslardir. Mg*?, Ba*?, Ni*?, Zn*?, Fe*®, Cu*? ve EDTA ile aktivitede azalma, Mn*?,
Ca*? K*, Cr™ ve AI™ ile enzim aktivitesinde artis elde etmislerdir. Enzimin Km

degerini 3 mg/ml ve Vmax degerini ise 6.5 pmol/min olarak tespit etmislerdir.

Asoodeh ve ark. (2010) Termofilik Bacillus sp. Ferdowsicous’tan asidofil ve
termostabil amilazin saflastirilmasi ve biyokimyasal karakterizasyonu {iizerine ¢aligma
yapmiglardir. Enzimin molekiil agirhigin1 53 kDa olarak tespit etmislerdir. Enzimin
aktivite gosterdigi optimum pH degerini 4.5 olarak belirleyip pH 3.5 ile 7.0 degerlerinde
stabil oldugunu belirtmislerdir. Enzimin optimum sicakligmi 70°C olarak bulmuslar ve

75°C’de 45 dakika sonunda aktivitesinin % 75’ini korudugunu saptamislardir. Enzim
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aktivitesinde EDTA ve Zn'? ile azalma, Mg, Ca*, PMSF, Triton X-100 ve B-

mercaptoethanol ile de artis meydana geldigini belirlemislerdir.

Bozi¢ ve ark. (2011) Bacillus licheniformis ATCC 9945’ten a-amilaz enziminin
iiretimi ve saflastirilmasi iizerine ¢alisma yapmiglardir. En yiliksek enzim iiretimini 24.
saatte ve 37°C’de elde etmislerdir. o-Amilaz enzimini % 38 verimle ve 6 kez
saflagtirmiglardir. Saf enzimin SDS-PAGE elektroforezi ile molekiil agirligin1 31 kDa
olarak belirleyip, optimum pH’smi 6.5, optimum sicakligii ise 90°C olarak tespit
etmislerdir. CaCl, varliginda saf enzimin 70°C de 6 saat inkiibasyon sonunda
aktivitesinin %55°ni korudugunu belirlemislerdir. Hg*"® iyonunun enzim aktivitesini
tamamen inhibe ederken, Ca*?, Ni*? ve Co*™ ‘i aktiviteyi diisiik oranda arttirdigin

tespit etmislerdir.

Wang ve ark. (2011) Chryseobacterium taeanense TKUO0O1’den elde ettikleri
alkali ve stabil amilazin saflastirilmast ve karakterizasyonu f{izerine ¢alisma
yapmislardir. Saf a-amilazin SDS-PAGE elektroforezi ile molekiil agirligini 46 kDa
veya 47 kDa olarak belirlemislerdir. Enzimin optimum pH’sin1 9.0, optimum sicakligini
50°C, pH stabilitesini 6.0-11.0 arasinda ve sicaklik stabilitesinin ise 60°C’de daha
diisiik sicakliklarda oldugunu bulmuglardir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal
3.1.1. Biyolojik Materyal

Bu c¢alismada DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und

Zellkulturen GmbH)’den alinan Geobacillus stearothermophilus susu kullanilmistir.

3.1.2. Kimyasal Maddeler
3.1.2.1. Azot Kaynaklar

Maya 6ziitli, amonyum kloriir, amonyum stilfat, amonyum nitrat, sodyum nitrat,
misir Oziitli, lre Merck’ten, tripton Sigma’dan, pepton Oxoid’den ve et Oziiti

Acumedia’dan temin edilmistir.

3.1.2.2. Karbon Kaynaklar:

Nisasta, glukoz, siikroz ve galaktoz Merck’ten, maltoz, laktoz ve fruktoz

Sigma’dan temin edilmistir.

3.1.2.3. Besiyeri Maddeleri

Nutrient Broth ve Nutrient Agar Merck’ten temin edilmistir.

3.1.2.4. Elektroforetik Maddeler

Tris-Base [Tris(hydroxymetyl) amino methane], akrilamid, N-N-Metilen
bisakrilamid, TEMED (N-N-N'-N'-Tetrametiletilen diamin), APS (amonyum
persiilfat), Standart proteinler (3-Galaktosidase, Phosphorylase, Bovine serum albumin,
Carbonic anhydrase, ticari a-amilaz) ve Glisin Sigma Chemical Co., St. Louis ‘den,
Coomassie Brilliant Blue R-250, Bio-Rad ‘dan, BFB (Brom Fenol Blue), SDS (sodyum

dodesil siilfat) ve Gliserol Merck’ten temin edildi.
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3.1.2.5. Kimyasallar

Phenylmethysulfonylfluoride (PMSF), Na-K-Tartarat Fluka Bichemica’dan; -
Mercaptoethanol Merck Schuchardi’dan; Dinitro salisilik asit (DNS), Dithiothreirol
(DTT), Folin reaktifi (FCR) Sigma’dan; EDTA (Etilen diamin tetra asetik asit) Merck
Darmstatd’dan temin edildi. CaCl,, CuCl,, HgCl, Merck Darmstatd’dan; MgCl,

Kimetsan’dan; ZnCl, Lachema’dan; FeCl,, MnCl, ve CoCl, Sigma’dan temin edildi.

3.1.2.6. Deterjanlar
Sodyum Dodesil Siilfat (SDS), Tween 40, Tween 80 Merck’ten; TritonX-100

Sigma’dan ve Alo ticari olarak temin edildi.

3.1.3. Kullanilan Aletler

Inkiibator ( Sanyo )

Steril Kabin ( Telstar AV-100)
Spektrofotometre ( UV mini 1240 SHIMADZU )
Calkalayici (P SELECTA UNITRONIC OR)
Sogutmali Santrifiij ( Sigma 2K-15)

Vorteks (VWR INTERNATIONAL )
Magnetik Karistirict ( Stuart )

Etiiv ( Heraus )

Dijital Gostergeli Hassas Terazi (GEC, AVERY)

Otoklav (HICLAVE HV)

Su Banyosu (Grant 6G)

pH metre (METLER TOLEDO MP220)
Sterilizator ( Heraus )

Deep-Freez (Haris)

Mikropipet ( Eppendorf )

Fraksiyon kolektorii (BioRad)

Gili¢ Kaynagi ( BioRad)
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3.1.4. Besi Yerleri

3.1.4.1. Siv1 besi yeri
8 gr NB (Nutrient broth) distile su ile 1 litreye tamamlanip otoklavlandi.

3.1.4.2. Kat1 besi yeri

20 gr Nutrient agar distile su ile 1 litreye tamamlanip otoklavlandi.

3.1.5. Tamponlar

- pH 4.0, pH 5.0 ve pH 6.0 tamponlarin1 hazirlamak i¢in; 0.1 M Sitrik Asit
hazirlandi.

- pH 7.0, pH 8.0 ve pH 9.0 tamponlarin1 hazirlamak i¢in; 0.1 M. Tris- HCI
hazirlandi.

- pH 10.0, pH 11.0 tamponlarin1 hazirlamak i¢in; 0.1 M Karbonat / Bikarbonat
tamponu hazirlandi.

-0.1 M Fosfat tamponu pH 8.0 hazirlandi.

-0.05 M Tris Asetat Tamponu pH 7.0 (0.1 M NaCl icerecek) hazirlandi.

-Diyaliz Tamponu;
14 gr KoHPOy, 6 gr KH,PO,, 1 gr Nags.citrate.2H,0O, 100 mM MgSQO,.7H,0 1 It saf suda

¢Oziilerek hazirlandi.

3.2. METOT

3.2.1. Bakteri Uretimi
NB sivi besi yerine, kat1 besi yerinden steril plastik 6ze yardimiyla ekim

yapildi. Calkalamali su banyosunda 120 rpm’de, 55°C ‘de, 24 saat inkiibe edildi.

3.2.2. Enzim Eldesi

Saf su ile hazirlanmis NB besi yerinde 24 saat inkiibasyon sonunda besi yeri
10.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek elde edilen {ist sivi, enzim aktivite

deneylerinde kullanild.
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3.2.3. a-Amilaz Enzimi Aktivite Tayini

a-Amilaz Enzimi aktivite tayini Bernfeld yontemine gore belirlendi (Bernfeld,
1955). Bu yonteme gore 100 ul enzim ¢ozeltisi (list sivi) ile 200 pl  %0.5°1ik nisasta
¢ozeltisi (0.1 M pH 7.0 Tris-HCI tamponu igerisinde ¢ozlinmiis olarak hazirlandi)
70°C*de 30 dakika inkiibe edildi. Bu siire sonunda reaksiyonu durdurmak i¢in, 400 ul
3,5 DNS (3,5 dinitro salisilik asit) ilave edilerek 5 dakika kaynar su banyosunda
bekletildi. 3,5 Dinitro salisilik asit sicakta sekerlerin indirgen uglariyla reaksiyona
girerek reaksiyonun durdurdugu gibi ayni zamanda renk olusumunu da saglamaktadir.
Daha sonra 3 ml distile su ile seyreltme yapilarak 489 nm’de spektrofotometrik dl¢ctim

yapildi.

Unite: 1 pmol substrati 1 dakikada iiriine doniistiiren enzim miktar1 olarak

hesaplanir (U/mg).

Bernfeld Reaktifinin Hazirlanmasi

20 g 3,5 dinitro salisilik asit 400 ml saf su iginde magnetik karistirict ile
karigtirilarak ¢o6ziildii. Baska bir beherde 32 g NaOH 300 ml saf suda ¢oziilerek yavas
yavas 3,5 dinitro salisilik asit (DNS) iizerine eklendi. Bir siire sicak su banyosunda
bekletildi. Sonra 600 g Na-K Tartarat azar azar ilave edildi. Hacim saf su ile 2000
ml’ye tamamlandi (Bernfeld 1955).

3.2.4. Protein Miktar Tayini

Protein miktar tayini Lowry yontemine gore yapildi (Lowry 1951). Tiiplere 5 ml
alkalin ¢ozeltisi konulduktan sonra {izerine 50 pl enzim ve 450 pl saf su ilave edildi.
Ornekler 15 dk 40°C’de su banyosunda bekletildikten sonra iizerine 1:1 oraninda saf
suyla seyreltilmis 500 pl Folin Reaktifi (FCR, Sigma) ilave edilerek 30 dakika

karanlikta bekletildi. Bu silirenin sonunda 660 nm’de spektrofotometrik 6l¢iim yapildi.
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Alkalin Cozeltisinin Hazirlanisi

% 4 Na,COs

% 4 Na-K tartarat

% 2 CuS0,4.5H,0

Bir beherde 100 ml i¢in % 4 Na,COj3; hazirlandi. Daha sonra % 4 Na-K tartarat
ve % 2 CuSO4.5H,0’dan 1’er ml eklenerek karistiricida karigimlari saglandi. Alkalin

¢ozeltisi protein miktar tayini i¢in kullanild.

3.2.5. G. stearothermophilus Uretim Ortaminin Optimizasyonu

3.2.5.1. Inkiibasyon Siiresinin Mikroorganizma Gelisimi Uzerine EtKisi

Inkiibasyon siiresinin mikroorganizma gelisimi iizerine etkisi i¢in, NB besi
yerinde (pH 7.0) ve 55°C’de iiretilen bakteri 4—48 saatleri arasinda her 4 saatte bir 6rnek
alinip bakteri iiretimine bakilarak 460 nm’de spektrofotometrede absorbans Ol¢iimleri

yapildi.

3.2.5.2. Sicakh@in Mikroorganizma Gelisimi Uzerine Etkisi

100 mI’lik erlenlerde 25 ml NB siv1 besi yerlerine (pH 7.0) 2 ml ayr1 ayr1 bakteri
ekimi yapildi ve 25-30-35-40-45-50-55-60-65-70-75-80°C’de bakteri i¢in optimum
ireme zamaninda, 120 rpm’de g¢alkalamali su banyosunda bekletildi ve 460 nm’de

spektrofotometrede absorbans 6l¢iimleri yapildi

3.2.5.3. Mikroorganizma Gelisimi Uzerine pH’nin Etkisi

100 ml’lik erlenlerde 25 ml NB siv1 besi yerleri pH 4.5, 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0,
7.5, 8.0, 8.5, 9.0, 9.5,10.0 olacak sekilde ayarlanarak otoklavlandi ve 2 ml ayr1 ayri
bakteri ekimi yapildi. Bakteri i¢in optimum iireme zamani ve sicakliginda 120 rpm’de
calkalamali su banyosunda inkiibasyona birakildi ve 460 nm’de spektrofotometrede

absorbans Ol¢iimleri yapildi.
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3.2.6. G. stearothermophilus’tan Elde Edilen a-Amilazin Optimizasyonu

3.2.6.1. inkiibasyon Siiresinin a-Amilaz Uretimine Etkisi

100 ml’lik erlenlerde 25 ml s1v1 besi yerleri (pH 7.0) hazirlanarak her birine 2 ml
bakteri ekimi yapild1 ve bakterinin iiredigi optimum sicaklik olan 55°C*de inkiibasyona
birakildi. Sonra 48.saate kadar her 4 saatlik siire sonunda o-amilaz aktivite ve protein

miktar tayini yapildi.

3.2.6.2. a-Amilaz Aktivitesi Uzerine Sicakhgin Etkisi

Enzim olarak; NB besi ortaminda iiretilen bakterilerin bulundugu besi ortaminin
santrifiij edilmesiyle elde edilen iist sivi kullanildi. Daha sonra elde edilen sivi
kullanilarak 35°C‘den 5°C artan sicaklik araliklariyla 90°C’ye kadar a-amilaz aktivitesi
olgiildii. En yiiksek absorbans degerinin elde edildigi sicaklik degeri 100 olarak kabul
edilerek, diger sicaklik degerleri buna gore oranlari yapildi ve rolatif enzim aktivitesi

saptandi.

3.2.6.3. a-Amilaz Aktivitesi Uzerine pH’nin Etkisi

Enzim olarak NB besi yerinden elde edilen {ist sivi kullanildi. Substrat olarak
kullandigimiz nisasta % 0,5 ‘lik olacak sekilde sirastyla sitrik asit (0.1 M pH 4.0, 5.0 ve
6.0), Tris-HCI (0.1 M pH 7.0, 8.0 ve 9.0) ve karbonat/bikarbonat (0.1 M pH 10.0, 11.0)
tamponlart igerisinde ayr1 ayri hazirlandi. Daha sonra a-amilaz aktivite tayini yapildi.
En yliksek absorbans degerinin elde edildigi pH degeri 100 olarak kabul edilerek diger

pH degerleri buna gore oranlar1 yapildi ve rolatif enzim aktivitesi saptandi.

3.2.6.4. Enzim Uretimi Uzerine Karbon Kaynaklarinin Etkisi

100 mI’lik erlenlerde 25 ml NB besi yerleri hazirlanip otoklavlandi. NB besi
yerlerinde %1 konsantrasyonda olacak sekilde karbon kaynaklarindan glukoz, galaktoz,
fruktoz, laktoz, ¢Ozilinebilir nisasta, maltoz ve silikroz tartilarak steril kabinde NB besi
yerlerine tek tek ilave edildi, 2 ml bakteri ekim yapildi. 24 saat ve 55°C de inkiibasyona
birakilan orneklerin 460 nm’de spektrofotometrede absorbans Ol¢limleri yapildi. Bu

orneklerin iist stvisinda a-amilaz aktivitesi ve protein miktar tayini yapildi.
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3.2.6.5. Enzim Uretimi Uzerine Azot Kaynaklarimin Etkisi

100 ml’lik erlenlerde 25 ml NB besi yerlerine besi yeri hacminin %1 ini
olusturacak sekilde azot kaynaklarindan pepton, tripton, tiire, amonyum  siilfat,
amonyum kloriir, amonyum siilfat, amonyum nitrat, Sodyum nitrat, et 6ziitli, maya 0ziiti
ve musir Oziitli eklendikten sonra otoklavlandi. Daha sonra 2 ml’lik her erlene bakteri
ekimi yapilip 6rnekler 24 saat ve 55°C de inkiibasyona birakildi. Sonra 460 nm’de
spektrofotometrede absorbans olgiimleri yapildi. Bu 6rneklerin {ist sivisinda a-amilaz

aktivitesi ve protein miktar tayini yapildi.

3.2.6.6. Enzim Uretimi Uzerine CaCl, Etkisinin Arastirilmasi

Kalsiyumun etkisinin enzim iiretimine etkisini tespiti i¢in saf suyla hazirlanan
NB besi yerlerine toplam hacimde 10 mM, 20 mM, 30 mM, 40 mM, 50 mM ve 60 mM
olacak sekilde CaCl; eklenerek otoklavlandi. Daha sonra bakteri ekimi yapilip 24 saat

inkiibasyon sonrasinda 6rneklerin iist sivilart alinarak a-amilaz aktivitesi 6l¢iildii.

3.2.7. a-Amilaz Enziminin Saflastirilmasi

1000 ml’lik erlen igerisinde 350 ml NB besi yeri (pH 7.0) hazirlanarak
otoklavlandi. Sonra bakteri ekimi yapilarak bakterinin {iredigi optimum sicaklikta
(55°C) inkiibasyona birakildi. 24 saat inkiibasyon sonunda besi yeri sogutmali
santrifiijde 10 000 rpm ’de 15 dakika santrifiij edildi. Enzim saflastirmada birbirini
takip eden dort islem uygulandi. Bu islemler; amonyum siilfat ile ¢oktiirme, diyaliz, jel

filtrasyonu ve iyon degistirici kromatografisidir.

3.2.7.1. Amonyum siilfat ¢coktiirmesi

Steril bir beherde toplanan silipernatant {izerine sirastyla % 40, %50, % 60, % 70
ve % 80’lik doygunluk seviyelerinde olacak sekilde amonyum siilfat [(NHg4)>SO4]
ilave edildi. Daha sonra karisim sogutmali santrifiijde 10 000 rpm ’de 15 dakika
santrifiyj edildi.
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3.2.7.2. Diyaliz

Pelet 0,1 M pH 7.0 Tris-HCI tamponu igerisinde ¢6ziilerek 12 000 ve daha
bliylik molekiil agirligindaki maddeleri tutan diyaliz hortumu igerisine aktarildi. Diyaliz
hortumu igerisindeki enzim soliisyonu saf suya kars1 +4°C’de magnetik karistiric ile
karistirilarak 1 gece bekletildi. Elde edilen diyalizatta protein ve enzim aktivite tayinleri

yapildi.

3.2.7.3. Enzim Saflastirmasi icin Kolonun Hazirlanmasi
Kolon dokmeden o6nce kolon dolgu maddeleri asit ve baz tamponlarinda su

siraya gore yikandi.

G 100 (Baz tamponu) DE-32 (Asit Tamponu)

0.5 N NAOH 0.5 N HCI

15-30 dakika bekletilir. pH 5.0 oluncaya kadar saf su ile yikanir.

0.5 N HCI 0.5 N NAOH

15 dakika bekletilir. pH 5.0 oluncaya kadar saf su ile yikanr.

0.5 N NAOH 0.5 N HCI

15 dakika bekletilir. pH 5.0 oluncaya kadar saf su ile yikanr.

0.05 M Tris asetat tamponuna alinir. 0.01 M Fosfat tamponuna alinir
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3.2.7.4. Sefadeks G-100 kromatografisi

Jel filtrasyon kromatografisi i¢in 20 cm uzunlugunda, 1.5 cm c¢apinda kolon
kullanildi. Kolon 0.05 M Tris.asetat tamponu (pH 7.0) i¢inde hazirlanan Sephadex G-
100 kolon dolgu maddesiyle dolduruldu. 0.1 M NaCl igeren 0.05 M Tris Asetat
Tamponu pH 7.0 ile dengelendi. Diyalizat kolona yavas yavas verilerek iizerine uygun
tampon birakildi. Kolondaki akis hizi saatte 20 ml ve tiipler 3 ml olacak sekilde
ayarlandi. Toplanan tim Orneklerin protein ve enzim aktivite tayinleri yapildi. En
yiiksek aktivitenin gorildiigli 6rnekler birlestirildi ve DEAE-selliilloz DE-32 kolonuna

verilmek tizere +4 °C ‘ta bekletildi.

3.2.7.5. DEAE- seliiloz kolon kromatografisi

Dietil aminoetil (DEAE) seliiloz kolon kromatografisi i¢in 1.5-20 cm ebadinda
cam kolon kullanildi. Kolon 0.01 M fosfat tamponu (pH 8.0) i¢inde hazirlanan
Whatman’in DEAE-sellilloz kolon dolgu maddesiyle dolduruldu. Kolon 0.1 M
potasyum fosfat tamponuyla (pH 8.0) dengelendi. Sephadex G-100 kolonundan
toplanan 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
kolektorti, akis hizt saatte 20 ml ve her tiip 3 ml olacak sekilde ayarlandi. Kolon, 0.1-1
M NaCl gradienti ile yikanarak fraksiyonlar toplandi. 280 nm de absorbans 6l¢iildii.

Orneklerde a-amilaz aktivitesi ve protein miktar tayini yapildi. Yiiksek
aktivitenin tespit edildigi Ornekler birlestirildi, liyofilize edildi. Elektroforez ile
saflagtirilan a-amilaz enzimin molekiil agirligi tespit edildi. Saf enzim, karakterizasyon

islemlerini yapmak iizere -70°C’de sakland.

3.2.8. Saflastirilan a-Amilaz Aktivitesi Uzerine Bazi Inhibitorlerin Etkisi

Saflagtirilan enzim aktivitesi tiizerine bazi1 inhibitor maddelerin etkisini
arastirmak icin kimyasal olarak PMSF (1-10 mM), B-Merkaptoehtanol (1-10 mM),
DTT (1-10mM), EDTA (1-10 mM) ve Etanol (!-10 mM) kullanildi. Bu kimyasallardan

PMSF etanolde (Ayrica bu maddeler etanolda hazirlandig: i¢in ayn1 orandaki etanolun
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enzim aktivitesine olan etkisi arastirildi). B-Merkaptoehtanol, DTT ve EDTA 0.1 M pH
7.0 Tris-HCI tamponunda ¢oziildii.

Deney tiiplerine 25 pl enzim ile uygun konsantrasyonlarda inhibitor madde ilave
edilerek 30 dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi substrat eklenerek a-

amilaz aktivitesine bakildi.

3.2.9. Saf Enzim Aktivitesi Uzerine Baz1 Metal Maddelerin EtKkisi

Saflastirilan enzim aktivitesi lizerine bazi metallerin etkisini saptamak igin
CaCly, CuCly, ZnCl,, MgCl,, HgCl,, MnCl,, CoCl, ve FeCl, dan 50 mM’lik stok
cozeltilerinden toplam hacimde (150 ul) 1.5 mM konsantrasyonu olacak sekilde 0.1 M
pH 7.0 Tris-HCI tamponunda hazirlandi.

Deney tiiplerine 50 pl enzim ile 5 pl metaller birakilarak 30 dakikalik 6n
inkiibasyon islemi gerceklestirildi. On inkiibasyon sonras1 100 ul substrat eklenerek a-

amilaz aktivitesi test edildi.

3.2.10. Saf Enzim Aktivitesi Uzerine Baz1 Deterjanlarin Etkisi

Saflagtirilan enzim aktivitesi lizerine bazi deterjanlarin etkisini aragtirmak icin
%0.5 oraninda SDS, Tween-40, Tween-80, TritonX-100 ve igeriginde enzim ihtiva
etmeyen ticari olarak temin edilen Alo matik kullanildi. Bu deterjanlar 0.1 M pH 7.0

Tris-HCI tamponunda hazirlandi.

Tiiplere 50 pl enzim ile 100 ul deterjanlar konup 30 dakika 6n inkiibasyona

birakildi. On inkiibasyon sonras1 100 pl subsrat eklenerek o-amilaz aktivitesine bakilds.
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3.2.11. Saf Enzimin pH Stabilitesinin Saptanmasi

Saflastirma sonucu elde edilen a-amilaz enziminin pH stabilitesinin saptanmasi
icin 0.1 M Sitrik Asit ( pH 4.0, 5.0 ve 6.0), 0.1 M. Tris- HCI (pH 7.0, 8.0 ve 9.0), 0.1 M
karbonat / bikarbonat (10.0 ve 11.0) hazirlandu.

Deney tiiplerine 25 pl enzim ile 50 ul hazirlanan farkli tamponlardan birakilarak
60 dakika 6n inkiibasyon islemi gergeklestirildi. On inkiibasyondan sonra saf su ile
hazirlanan nigastadan 50 pl ilave edilerek Bernfeld yontemine gore a-amilaz aktivite
tayini yapildi. En yiiksek absorbans degerinin elde edildigi pH degeri 100 olarak kabul
edildi. Diger pH degerlerinin buna gore oranlart yapildi ve rolatif enzim aktivitesi

saptandi.

3.2.12. Saf Enzimin Sicaklik Stabilitesinin Saptanmasi

Saflagtirllmis olan o-amilaz enziminin sicaklik stabilitesinin (termal stabilite)
saptanmast i¢in 50°C, 60°C ve 70°C sicaklik degerlerinde sadece enzim kullanilarak 15,
30, 45, 60 ve 120 dakikalik 6n inkiibasyon islemi gerceklestirildi. On inkiibasyon
sonrast 25 ul enzim ile 100 pl nisasta karigimi kalan enzim aktivitesini saptamak i¢in
enzimin aktivite gdsterdigi optimum sicaklikta 30 dakika inkiibasyona birakildi. On
inkiibasyon yapilmadan hazirlanmis enzim ve substrat karisimi baslangic enzim
aktivitesinin saptanmasi i¢in optimum aktivitenin elde edildigi sicaklikta analiz edildi
ve spektrofotometrede elde edilen deger 100 olarak (orijinal aktivite) kabul edildi. On
inkiibasyon sonucu elde edilen degerler (kalan enzim aktivitesi), orijinal aktivite ile

karsilagtirilarak kalan rélatif enzim aktivitesi bulundu.

3.2.13. Saf Enzimin Kinetik Parametrelerin Hesaplanmasi

Km ve Vmax kinetik parametreleri i¢in 0.1 M pH 7.0 Tris-HCI tamponunda %1,

% 2 ve % 3 oranlarinda ¢6ziinebilir nisasta hazirlandi.
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Tiplere 50 pl enzim ile hazirlanan konsantrasyonlardaki 100 pl nisasta
soliisyonu ile karistirilarak optimum aktivitenin elde edildigi sicaklikta 30 dakika
stireyle inkiibasyon gerceklestirildi ve a-amilaz aktivite tayini yapildi. Km ve Vmax

degerleri Lineweaver—Burk plot’a gore hesaplandi.

3.2.14. Elektroforez

3.2.14.1. Denatiire Poliakrilamid Jel Elektroforezi
Elektroforez islemi Laemmli’ye gore yapildi (Laemmli 1970).

Cozeltiler
%30 akrilamid / %0.8 bis akrilamid: 30 g akrilamid, 0.8 g bis akrilamid saf su
ile 100 ml’ye tamamlandi, filtre edildi. Koyu renkli sisede 4°C ‘de saklandi.

1.5 M Tris.HCI pH 8.8 (% 0.4 SDS igeren): 18.2 g Tris-base 80 ml saf suda

¢ozildi, pH 8.8’¢ ayarlandi, hacim saf su ile 100 ml’ye tamamlandi. Filtre edildikten
sonra 0.4 g SDS ilave edilerek 4°C‘de saklandi.

0.5 M Tris. HCI pH 6,8: 6 g Tris-base 80 ml saf suda ¢oziildii, IN HCI ile pH

6.8’e getirildi, hacim saf su ile 100 ml’ye tamamlandi, filtre edilerek 0.4 g SDS ilave
edilir, 4 °C’de saklanr.

%10’luk APS ((amonyum per siilfat ) : 0.1 g APS saf su ile 1 ml’ye tamamlandu.

APS taze olarak hazirland.

Elektroforez tamponu: 3 g Tris, 14.4 g glisin, 0.1 g SDS, 1000 ml saf su ilave
edilerek hazirlandi ve 4 °C’de saklandi.

Iz boya (_érnek boya ) : 7 ml 0,1 M Tris. HCI pH 6.8, 3.6 ml gliserol, 0.2 ml 2-
ME, 1.2 mg BFB ile 10 ml saf su ilavesi ile hazirlandi. 1’er ml olacak sekilde,

ependorflara konarak -20°C’de saklandi.
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%10’luk SDS: 0.1 g SDS saf su ile 1 ml’ye tamamlandi.

%3’liik nisasta: 0.3 g nisasta 0.1 M Tris. HCI pH 8.0 ile 10 mI’ye tamamlandi

Boya cozeltisi: (%0.025 CBB, %40 Metanol, %7 Asetik asit) 0.5 g Coomassie
brillant blue R-250, 800 ml metanol icinde ¢oziildii. 140 ml asetik asit ilave edilip

hacim, su ile 2 litreye tamamland:.

Boya cikarma c¢ozeltisi: 430 ml metanol ile 70 ml asetik asit karistirilarak hacim

1 litreye tamamlandi.

3.2.14.2. Jelin Hazirlanmasi

Elektroforez uygulamasinda kullanilan jel, genellikle stacking (dengeleme) ve
separating (ayirma) jeli olarak iki kissmdan olusur. Her iki jel de igerdikleri akrilamid
konsantrasyonlari bakimindan birbirlerinden farklilik goésterir. Bu iki jeldeki pH ve
konsantrasyon farkliligi sayesinde, protein karisimlarinin birbirlerinden ayrilmas: ve

belirgin bantlar olusmasi saglanir.

Calismalarimizda %10°luk jel kullanildi. Ayirma jeli igin, 2.5 ml
akrilamid/bisakrilamid, 1.87 ml 0.1 M Tris. HCI (pH 8.8 ), 3 ml saf su, 37.5 ul %10°luk
APS (Amonyum per siilfat), 7.5 ul % 10’luk SDS, 4 pl TEMED kullanildi.

Nisastali jel i¢in, 2.5 ml akrilamid / bis akrilamid, 1.87 ml 0.1 M Tris. HCI (pH
8.8), 3 ml saf su, 37.5 ul 1 %10°luk APS, 7.5 ul %10°luk SDS, 4 ul TEMED, 330 pl %

3’liik nisasta alindi.

Yikleme jeli igin, 520 pl akrilamid/bis akrilamid, 1 ml 0.1 M Tris. HCI (pH
6.8), 20 pl %10 ‘luk APS, 4.8 ul TEMED, 4ul %10’luk SDS ve 2.44 ml saf sudan

olusan karisim hazirlandi. Islemler buz icersinde ve karistirilarak yapildi.
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Iki cam levha arasma 6 cm yiikseklikte ayirma jeli dokiildii, iizerine pastor
pipetiyle, su ile doyurulmus n-biitanol konarak hava ile temas1 kesildi. Polimerizasyon
gerceklestikten sonra n-biitanol saf su ile birkag kez yikanarak jelden uzaklastirild.
Yiikleme jeli hazirlanarak ayirma jelinin tizerine dokiildii. Kuyucuklarin olusmasi igin
tarak yerlestirildi, hava ile temasini kesmek i¢in iizerine saf su ilave edildi ve jel
polimerlesmeye birakildi. Nisastali jel de ayni sekilde hazirlandi, ilave olarak %3’likk

nisasta kullanildi.

3.2.14.3. Elektroforez Islemi

Elektroforez yapilacagt zaman jelin kuyucuklarna elektroforez tamponu
birakildi. SDS-PAGE i¢in standart proteinler olarak B-galaktosidaz, fosforilaz, BSA
(s1g1r serum albiimin) ve Kkarbonik anhidraz iceren protein mix kullanildi. Ornekler,
standart protein karisimi ve ticari amilaz ependorflara 10’ar pl birakilarak iizerlerine
10’ar pl iz boya eklendi ve 60 sn kaynar su banyosunda bekletilerek denatiire edildi.
Hazirlanan 6rnekler, kuyucuklara otomatik pipet ile uygulandi. Kuyucuk basina 3 mA
sabit akim verilerek elektroforez baslatildi. iz boya bandi jelden ¢ikmadan elektroforez

islemi durduruldu.

Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra camlar arasindaki jel ¢ikarildi.
Nisastali jel, tlizerine lugol c¢ozeltisi eklenip yarim saat sonra incelemeye alindi.
Nisastasiz jel, boya soliisyonuna alindi ve 2 saat bekletildi. Boya ¢ikarma ¢ozeltisine

alman jeller 3-4 saat bekletildikten sonra protein bantlar1 incelendi.

3.2.14.4. SDS-PAGE ile Amilazin Molekiil Agirhginin Hesaplanmasi

Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) sonucu elde
edilen jel izerinde iz boyanin aldig: yol ve protein bantlarin yiridiagi mesafe dlgiilerek,
Rf degerleri hesaplandi. Standart proteinlerin molekiil agirhigi degerlerine karsi, Rf
degerleri grafiklendi. Bu grafik yardimu ile saflagtirdigimiz a-amilazin molekiil agirlig

hesapland:.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. G. stearothermophilus Uretim Ortaminin Optimizasyonu

4.1.1. inkiibasyon Siiresinin Mikroorganizma Gelisimi Uzerine Etkisi

Inkiibasyon siiresinin mikroorganizma gelisimi iizerine etkisi i¢in, NB besi
yerinde (pH 7.0) tiretilen bakteri 4-48 saatleri arasinda her 4 saatte bir 6rnek alinarak
bakteri iiretimine bakildi. Yapilan Olglim sonrasinda bakterinin 36. saatten sonra
tiremesinin azaldig tespit edildi. Sekil 4.1°de goriildigii gibi G. stearothermophilus igin

optimum lireme zamani 16. saat olarak tespit edildi.

0.45 q
0.40 -
0.35 -
0.30 -
0.25 A
0.20 A
0.15 -
0.10 -
0.05 -

O. OO T T T T T T T T T T T T T
4 8 12 16 20 22 24 26 28 32 36 40 44 48

Zaman (Saat)

(460 nm)

oD

Sekil 4.1. Inkiibasyon Siiresinin Mikroorganizma Gelisimi Uzerine Etkisi

4.1.2. Sicakhigin Mikroorganizma Gelisimi Uzerine Etkisi

Bakteri iiremesine sicakligm etkisini belirlemek i¢in; 5°C’lik artisla 25°C’den
80°C’ye kadar NB besi yerinde (pH 7.0) 16 saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyon
siiresi sonunda bakterinin 40°C ile 70°C sicakliklarinda iiredigi tespit edildi. Sekil
4.2°de goriildiigii gibi 40°C’den sonra bakteri {iremesinin arttig1 ve 65°C’den sonra ise
bakteri iiremesinde hizla azalma gdzlemlendi. Bakterinin optimum iireme sicakligi 55°C

olarak bulunup bakterinin termofilik oldugu tespit edildi.
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Sekil 4.2. Sicakligin Mikroorganizma Gelisimi Uzerine Etkisi

4.1.3. Mikroorganizma Gelisimi Uzerine pH’nin Etkisi

G. stearothermophilus’un iiremesine pH’nin etkisini bulmak i¢in; 0,5’lik
artislarla degisik pH’larda NB besi yeri hazirlandi. pH 4.0’dan pH 10.0’a kadar 55°C’de
NB besi ortaminda optimum {iireme zamani olan 16 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon siiresi sonunda pH 5.0 ile pH 10.0 arasinda iireme gozlendi. Sekil 4.3’te pH
6.0’da tiremede artis, pH 7.5’tan sonra ise liremede azalma ve bu bakteri igin optimum

ireme pH’sinin 7.0 oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.3. pH’nin Mikroorganizma Gelisimi Uzerine Etkisi
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4.2. G. stearothermophilus’tan Elde Edilen a -Amilazin Optimizasyonu

4.2.1. Inkiibasyon Siiresinin o-Amilaz Uretimine Etkisi

NB besi yerlerine ekilen bakteri 55°C*de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyona
birakilan bakteriden her 4 saatte bir Ornek alimarak 10 000 rpm’de 5 dakika
santrifiijlendi. Elde edilen iist sivilarda a-amilaz aktivite tayini ve protein miktar tayini
yapilarak spesifik aktivite (U/mg) hesaplandi. Bakterinin 4—48. saatleri arasinda enzim
salgiladig tespit edilip ozellikle 8.saat sonrasinda enzim aktivitesinde artis, 24.saatten
sonra ise aktivitede giderek bir azalma oldugu Sekil 4.4°de goriilmektedir. En yiiksek a-
amilaz aktivitesi 24. saatte (2429 U/mg) tespit edildi.
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Sekil 4.4. Enzim Uretimi Uzerine Degisik Inkiibasyon Siirelerinin Etkisi

4.2.2. a-Amilaz Aktivitesi Uzerine Sicakhgin Etkisi

G. stearothermophilus’un salgiladig1 a-amilaz enzimi iizerine sicakligin etkisini
arastirmak icin; bakteri NB besi yerinde (pH 7.0) optimum inkiibasyon siiresi olan
24.saatte ve optimum sicaklifi olan 55°C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonrasinda 1 ml 6rnek alinarak 10 000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Elde edilen iist
stvi 35 °Ceden 5°C artan sicaklik araliklariyla 90°C’ye kadar Bernfeld yontemine gore

a-amilaz aktivitesi Ol¢iildii. G. stearothermophilus’un 40°C ile 90°C sicakliklari
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arasinda a-amilaz aktivitesinin oldugu belirlendi. 45°C sicakliktan itibaren enzim
aktivitesinde artis gozlenirken, 70°C ‘den sonra enzim aktivitesinde azalma oldugu

goriildii. Enzimin optimum sicaklig1 70°C olarak tespit edildi (Sekil 4.5.).

120 ~
100 +
80 -
60 -

40 A

Rolatif Aktivite (%)

20 -

0 hedl T T T T T T T T T T T

35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90
Sicaklik (oC)

Sekil 4.5. Enzim Aktivitesi Uzerine Sicakligin Etkisi

4.2.3. a-Amilaz Aktivitesi Uzerine pH’nin Etkisi

G. stearothermophilus NB besi yerinde (pH 7.0), optimum sicakligi olan
55°C’de, optimum inkiibasyon siiresi olan 24. saate kadar inkiibasyona birakildi. Daha
sonra alinan 6rnek 10 000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Elde edilen iist sivida G.
stearotermophilus 'un salgiladig1 o-amilaz’in optimum pH’sin1 belirlemek igin; 0.1 M
sitrik asit tamponu (pH 4.0-6.0), 0.1 M Tris-HCI tamponu (pH 7.0-9.0) ve 0.1 M
karbonat/bikarbonat (pH 10.0-11.0) tamponunda hazirlanan substrat kullanilarak enzim
aktivitesi 6l¢tildi. Enzimin pH 5.0 ile pH 11.0 arasinda aktivite gosterdigi belirlendi. pH
5.0’ten itibaren enzim aktivitesinde artis gozlenirken pH 8.0’den itibaren ise enzim
aktivitesinde azalma oldugu tespit edildi. Sekil 4.6’da goriildiigii gibi o-amilaz

enziminin optimum pH’s1 7.0 olarak bulundu.
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Sekil 4.6. Enzim Aktivitesi Uzerine pH’min Etkisi

4.2.4. Enzim Uretimi Uzerine Karbon Kaynaklarinin Etkisi

NB besi yerleri hazirlanarak %1°lik karbon kaynaklarindan glukoz, galaktoz,
fruktoz, laktoz, ¢6ziinebilir nisasta, maltoz ve siikroz eklendi. Bu besi yerlerine bakteri
ekimi yapilarak 24 saat ve 55°C’de inkiibasyona birakild: ve iist sivilardan a-amilaz

aktivite tayini ve protein miktar tayini yapilarak spesifik aktivite (U/mg) hesaplandi.

Karbon Kaynaklan (% 1)
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Nisasta
Siikroz
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Sekil 4.7. Enzim Uretimi Uzerine Karbon Kaynaklarmin Etkisi

Yapilan arastirmada kontrol (3004 U/mg) ile diger karbon kaynaklar
karsilagtirildiginda maltozun (2750,62 U/mg) kontrole yakin deger gosterdigi, diger

karbon kaynaklarinda ise aktivitenin 6nemli Ol¢lide azaldigi, siikroz ve laktozda ise
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aktivitenin tamamen kayboldugu tespit edildi. Bakteri iiremesi i¢in, kontrol ile karbon
kaynaklari karsilastirildiginda biitiin karbon kaynaklarinda tiremenin kontrolden yiiksek

oldugu belirlendi. Karbon kaynaklar ile ilgili sonuglar Sekil 4.7°de goriilmektedir.

4.2.5. Enzim Uretimi Uzerine Azot Kaynaklarimin EtKisi

100 ml’lik erlenlerde 25 ml NB besi yerlerine %]1°lik olacak sekilde azot
kaynaklarindan pepton, tripton, iire, amonyum siilfat, amonyum kloriir, amonyum
stilfat, amonyum nitrat, sodyum nitrat, et 6ziitii, maya oziitii ve musir 6ziitii eklendikten
sonra otoklavlandi. Daha sonra bakteri ekimi yapilip 24 saat ve 55°C’de inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonunda iist sivilardan a-amilaz aktivite tayini ve protein miktar

tayini yapilarak spesifik aktivite (U/mg) tespit edildi.

Azot Kaynaklan (% 1)
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Sekil 4.8. Enzim Uretimi Uzerine Azot Kaynaklarinin Etkisi

Sekil 4.8’de goriildiigli gibi kontrol (3020,46 U/mg) ile diger azot kaynaklari
karsilastirildiginda, biitiin azot kaynaklarinda kontrol gore daha diisiik amilaz aktivitesi
elde edildi. Azot kaynaklar1 i¢inde en yiiksek spesifik aktivite, amonyum nitrat (1949,30
U/mg) ilaveli kiiltiir ortaminda elde edildi. Bakteri OD’lerine bakildiginda ise biitiin

azot kaynaklarinda kontrole gore daha fazla iireme oldugu belirlendi.
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4.2.6. Enzim Uretimi Uzerine CaCl, Etkisi

NB besi yerlerine toplam hacimde 10 mM, 20 mM,30 mM, 40 mM, 50 mM ve
60 mM olacak sekilde CaCl, eklenerek otoklavlandi. Bakteri ekimi yapilip 24 saat ve
55°C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi orneklerin iist sivilar1 alinarak a-
amilaz aktivite tayini ve protein miktar tayini yapildi. Kontrole (3946 U/mg) gore 10
mM ve 20 mM CaCl, konsantrasyonlari ile daha yiiksek amilaz aktivitesi gozlenirken,
konsantrasyonun artmast durumunda aktivitenin azaldig tespit edildi. Sekil 4.9’da

gortildiigi gibi en yiiksek aktivite 10 mM CaCl, (4043 U/mg) eklenmesiyle elde edildi.

Enzim Aktivitesi (U/mg)

Kontrol 10 40

Ca (mM)

Sekil 4.9. Enzim Uretimi Uzerine CaCl, Etkisinin Arastirilmasi

4.3. 0. -Amilaz Enziminin Saflastirilmasi

G. stearothermophilus’un a-amilaz enzimini en yiiksek oranda iirettigi kosullar
belirlendikten sonra enzim saflagtirmaya ge¢ildi. Optimum kosullarda {iretilen
bakteriden {ist siv1 elde etmek igin kiiltiir 10 000 rpm’de sogutmali santrifiijde 15 dakika
santrifiij edildi. Steril bir beherde toplanan siipernatant iizerine sirasiyla %40, %50,
%60, %70 ve %80’lik doygunluk seviyelerinde olacak sekilde amonyum siilfat
[(NH4)2SO4] karistirmali olarak ilave edildi. Daha sonra karisim 10 000 rpm ’de 15
dakika santrifiij edildi. Elde edilen pelet 0.1 M pH 7.0 Tris-HCI tamponu igerisinde

cozilerek diyaliz hortumuna aktarildi ve gece boyunca diyaliz edildi.
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Diyaliz edilen ham 6ziit Sephadex G-100 kolonuna uygulandi. Jel filtrasyondan
elde edilen yiiksek aktiviteye sahip fraksiyonlar bir araya getirilerek DEAE-selliiloz
DE-32 kolonuna verildi. Iyon degistirici kromatografisi sonrasinda elde edilen yiiksek
aktivite gosteren Ornekler bir araya getirildi. Saflastirmanin her basamagindan ayrilan
ornekler i¢in amilaz aktivitesi ve protein miktar tayini yapildi. Bununla ilgili sonuglar

cizelge 4.1. de gorilmektedir.

Cizelge 4.1. G. stearothermophilus o -amilazinin saflagtirma basamaklari

Spesifik Total )
Saflastirma o Total ) Verim Saflastirma
Aktivite o protein
Basamaklar aktivite (%) Katsayisi
U/mg mg/ml
Supernatant 2396 209991 87.651 100 1
Amonyum Siilfat
Coktiirmesi& 6914 110238 15.944 52 3
Diyaliz
Sephadex
45199 106944 2.366 51 19
(G-100)
DEAE
154947 96510 0.623 46 65
seliiloz

4.4, Saflastirllan a-Amilaz Aktivitesi Uzerine Bazi Inhibitorlerin Etkisi

Saflastirilan enzim aktivitesi tizerine EDTA, PMSF, DTT ve B-mercaptoethanol
gibi bazi inhibitorlerin etkisinin aragtirilmasi i¢in stok ¢ozeltiler hazirlandi. EDTA (1-10
mM), PMSF (1-10 mM), DTT (1-10 mM), B-mercaptoethanol (1-10 mM) kullanilarak
enzim aktivitesine etkisi aragtirilirdi. PMSF etanolde, diger kimyasallar 0.1 M pH 7
Tris-HCI tamponu igerisinde ¢oziildii. Enzim bu kimyasallarla 30 dk. muamele

edildikten sonra subsrat eklenerek a-amilaz aktivitesine bakildi.
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Cizelge 4.2. Enzim Aktivitesi Uzerine Baz1 Inhibitér Maddelerin Etkisi

inhibitorler Rolatif (%)
1mM 2mM 4mM 10mM
PMSF 93 85 67 23
DTT 96 83 73 41
B-mercaptoethanol 86 81 67 61
EDTA 35 28 21 11
Etanol 96 92 79 65

Bu sonuglara gore kalan enzim miktarlar1 1 mM’lik EDTA, PMSF, DTT, j-
mercaptoethanol ve Etanol’de sirasiyla %35, %93, %96, %86 ve %96 olarak belirlendi.
Konsantrasyon artisina paralel olarak enzim aktivitesi {izerine olan inhibisyon
etkilerinin de arttig1 tespit edildi. 10 mM’lik EDTA, PMSF, DTT , B-mercaptoethanol
ve Etanol sirasiyla %11, %23, %41, %61 ve %65°lik etkisi oldugu gozlemlendi
(Cizelge 4.2).

4.5. Saf Enzim AKktivitesi Uzerine Baz1 Metal Maddelerin Etkisi

Saflastirilan enzim aktivitesi lizerine bazi metallerin etkisini saptamak igin
CaCl, CuCl,, ZnCl,, MgCl,, HgCl,, MnCl,, CoCl, ve FeClyin 50 mM’lik stok
cozeltileri 0.1 M pH 7.0 Tris-HCI tamponunda hazirlandi. Enzim iizerine etkisine
bakmak icin toplam hacimde 1.5 mM konsantrasyonda olacak sekilde metallerden

eklenerek 30 dakika inkiibasyona birakildiktan sonra o-amilaz aktivitesine bakildi.

140
120
100 A

80 A

60 -

Rolatif Aktivite (%)

40 ~

Kontrol ~ MnCI2 FeCl2 ZnCl2 MgCI2 HgClI2 CoClI2 CuClI2 CaCl2
Metaller(1,5 mM)

Sekil 4.10. Enzim Aktivitesi Uzerine Baz1 Metal Maddelerin Etkisinin Arastirilmasi

o1



4. ARASTIRMA BULGULARI

Sekil 4.10’a gore, CaCl, (%123) ve MnClytin (%122) aktiviteyi artirdigt;
MgClI; (%97) ve CoCl; (%96) ilavesi ile degisiklik gozlenmedigi; CuCl, (%19), ZnCl,
(%29), FeCl; (%55) ve HgCl, (%17)’iin ise enzim aktivitesini inhibe ettigi tespit edildi.

4.6. Saf Enzim Aktivitesi Uzerine Baz1 Deterjanlarin EtKisi

Saflastirilan a-amilaz enzim aktivitesi lizerine bazi deterjanlarin etkisini
arastirmak i¢in 0.1 M pH 7.0 Tris-HCI tamponunda hazirlanan % 0.5’lik SDS, Tween-
40, Tween-80, TritonX-100 ve igeriginde enzim ihtiva etmeyen ticari olarak temin
edilen Alo matik kullanildi. Tiiplere enzim ile deterjanlar konup 30 dakika 6n
inkiibasyona birakildi. On inkiibasyon sonrasi subsrat eklenerek o-amilaz aktivitesine
bakildi. Kalan enzim miktarlar1 kontrol ile karsilagtirilarak rolatif aktiviteleri

hesaplandi.

140 ~
120 -
100 A
80 A
60 -
40 A

Rélatif Aktivite (%)

20 -

Kontrol SDS TWEEN-40 TWEEN-80 TRITONX-100 ALO MATIK
Deterjanlar (%0.5)

Sekil 4.11. Enzim Aktivitesi Uzerine Baz1 Deterjanlarin Etkisi

Kontrole gore kalan enzim miktarlari;; SDS %84, Tween—40 %93, Tween-80%
95, TritonX-100 %115 ve Alo matik %87 olarak tespit edildi. Deterjanlarin a-amilaz

iizerine olan etkisi sekil 4.11°de verilmistir.
4.7. Saf Enzimin pH Stabilitesinin Saptanmasi

a-Amilaz enziminin saflastirmas1 gergeklestirildikten sonra, saf enziminin pH
stabilitesinin saptanmasi i¢in 0.1 M Sitrik Asit ( pH 4.0, 5.0 ve 6.0), 0.1 M. Tris- HCI
(pH 7.0, 8.0 ve 9.0), 0.1 M karbonat / bikarbonat ( pH 10.0 ve 11.0) hazirlandi.
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Daha sonra 25 pl enzim ile 50 ul hazirlanan farkli tamponlardan birakilarak 60
dakika on inkiibasyon islemi gerceklestirildi. On inkiibasyon sonrasinda subsrat

eklenerek a-amilaz aktivite tayini yapildi.

120 -
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Rolatif Aktivite (%

20 A

pH

Sekil 4.12. Enzimin pH Stabilitesinin Saptanmasi

Enzim aktivitesinin pH 5.0’ten sonra artigi, pH 7.0’den sonra ise aktivitenin
azalmaya basladig1 goriildi. Sekil 4.12°de goriildigii gibi pH stabilitesi 7.0 olarak

bulundu.
4.8. Enzimin Sicaklik Stabilitesinin Saptanmasi

Saf enziminin sicaklik stabilitesinin (termal stabilite) saptanmasi icin 50°C, 60°C
ve 70°C sicaklik degerlerinde yalnizca enzim kullanilarak 15, 30, 45, 60 ve 120
dakikalik &n inkiibasyon islemi gerceklestirildi. On inkiibasyon sonra enzim aktivite

tayini yapildi.
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Sekil 4.13. Enzimin Sicaklik Stabilitesinin Saptanmasi

Enzimin 50°C ile 60°C’de stabil oldugu, 70°C’de ise enzim aktivitesinin azaldig

ve stabil olmadig belirlendi (Sekil 13).

4.9. Saf Enzimin Kinetik Parametrelerin Hesaplanmasi

Bu calismada saflastirilan a-amilaz enzimin Km ve Vmax degerlerinin
hesaplanmasi i¢in 9%0.1-0.7 oranlarinda hazirlanan ¢dziinebilir nisastalar aktivite

tayininde substrat olarak kullanilarak Km ve Vmax degerleri Lineweaver—Burk plot’a

gore hesaplandi.

1V

1.2 1

1.0

0.8 -
y = 0.035x + 0.7022

. RZ=0.9

120
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Sekil 4.14. Saf Enzimin Kinetik Parametrelerin Hesaplanmasi
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Sekil 4.14.’te Lineweaver—Burk plot’a gore a-amilaz enziminin Km ve Vmax

degerleri sirasiyla 0,051 mM ve 1,424 umol/dk. olarak bulundu.

4.10. Elektroforez Islemi

a-Amilazin saflastirilmasi i¢in kullanilan basamaklardan ayrilan Ornekler
%10’luk SDS-PAGE ve %3’liik nisastali jel elektroforezine tabii tutuldu. SDS-PAGE
icin sirasi ile standart proteinler (B-galaktozidaz, fosforilaz, BSA (sigir serum albiimin),
karbonik anhidraz i¢eren protein mix), ticari amilaz, Sefadeks G-75 ve DEAE seliiloz
kolonu saflagtirma basamaklarindan elde edilen Orneklerin yiiklemesi yapilarak
elektroforez islemi gergeklestirildi. Nisastali jel i¢in ticari amilaz, Sefadeks G-75 ve
DEAE seliiloz kolon uygulamasi sonrasinda elde edilen saflastirma Ornekleri
elektroforetik isleme tabi tutularak saf enzimin varligi belirlendi. SDS-PAGE

elektroforezi ile saflastirilan a-amilaz enzimin molekiil agirhig tespit edildi.

4.10.1. G. stearothermophilus a-Amilazinin Molekiil Agirhginin Belirlenmesi
Bunun i¢in SDS-PAGE sonucu jel tizerindeki her bir protein bandi igin Rf
degerleri ol¢iildii.

Proteinin aldig1 yol
Rf =

Iz boyanin aldig yol

Her bir standart proteinin molekiil agirligi, hesaplanan Rf degerlerine kars1
grafiklendi (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. Standart proteinlerin MA degerlerinin Rf degerlerine gore degisimi

Bu grafik yardimi ile G. stearothermophilus a-amilazinin molekiil
agirligi 63 kDa olarak bulundu (Sekil 4.16).

4

S s—

Sekil 4.16. SDS-PAGE ve nisastali jel sonuglari: a) Standart proteinler;
B-Galaktozidaz (116 kDa); Fosforilaz (97 kDa); Bovin serum albiimini (66 kDa);
Karbonik anhidraz (29 kDa); b) Ticari amilaz (58 kDa); c) Diyaliz; d) Sefadeks G-
100 kolonu; e) DEAE selilloz kolonu; f) Sefadeks G-100 kolonu (nisastali jel); g)
DEAE seliiloz kolonu (Nisastalt jel); h) Ticari amilaz (nisastali jel)
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5. TARTISMA VE SONUC

Enzim teknolojisinin giderek gelismesi, tirinlerin kullanim alaninin ¢esitliligi ve
ekonomik degerinin ¢ok yiiksek olmasi nedeniyle endiistriyel enzimlerle ilgili yapilan

arastirmalar daha da 6nem kazanmaktadir.

Karakteristik Ozellikleri; bazi indirgen gruplar1 serbest birakmak, cesitli
uzunluktaki dekstrinleri olusturmak ve nisasta solliisyonunun viskozitesini hizla
indirgemek seklinde 6zetlenebilen ve tamamen tavsiye edilebilen enzimlerden olan a-
amilaz enzimlerinin giinlimiizde ticari boyutta yaygin olarak kullanilmasi, enzim

endiistrisinde bu enzimlere olan ilgiyi iyice artirmistir (Baran 2001).

Calismamizda G. stearothermophilus’un iiremesi iizerine, inkiibasyon siiresinin,
sicakligin ve pH’nin etkisi arastirildi. Bakterinin optimum iireme zamani 16. saat,
optimum {ireme pH’s1 7.0 ve optimum iireme sicakligi 55°C olarak belirlenerek
bakterinin termofilik oldugu tespit edildi. Termofilik mikroorganizmalar 1siya dayanikli
oldugu i¢in bazi avantajlar meydana getirmektedir. Mikrobiyolojik fermantasyonda
daha yiiksek sicakliklar, bircok bilesigin ¢oziintirliigiinii, diffiizyon kapasitesini arttirir,

ortamin vizkositesini diisiiriir ki, bu da hiicrenin stabil kalmas1 agisindan énemlidir.

Hamilton ve ark. (1999) Bacillus sp. IMD 435’in iretimi i¢in optimum
inkiibasyon siiresini 41. saat, sicakhigi ise 40°C olarak belirlemislerdir. Mamo ve
Gessesse (1999) Termofilik Bacillus sp.WN11 iiretimini 18. saatte ve 65°C sicaklikta
gerceklestirmislerdir. Gomes ve ark. (2003) Ekstrem termofilik Rhodothermus
marinus’un iiretimini 15-16. saatlerde, 61°C sicaklikta gerceklestirmislerdir. Yang ve
Liu (2004) Thermobifida fusca’nin iiretimini 50°C sicaklikta ve 24. saatte
gerceklestirmiglerdir. Behal ve ark. (2006) Bacillus sp. AB 04°iin 24-36 saatlerinde ve
40 °C sicaklikta iiretimini yapmuslardir. Asgher ve ark. (2007) Termofilik Bacillus
subtilis JS-2004’{in inkiibasyon siiresini 48 saat, sicakligr 50 °C ve pH’y1 7.0 olarak
tespit etmislerdir. Saxena ve ark. (2007) Bacillus sp. PN5’in 60 saat inkiibasyon
sonrasinda 60°C pH 7.0’ de {iretimini gegeklestirmislerdir. Hmidet ve ark. (2008)
Bacillus licheniformis NH1’i 48 saat, 37°C ve pH 7.0 de iiretmislerdir.
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Calismamizda G. stearothermophilus’ta en yiiksek a-amilaz aktivitesine 24.
saatte (2429 U/mg) ulasildu.

Cordeiro ve ark. (2002) maksimum o-amilaz enziminin tretimini 48. saatte
¢ozlinebilir nisasta igeren kiiltiir ortaminda elde etmislerdir. Asgher ve ark. (2007) en
iyi amilaz tretiminin 48. saatte oldugunu belirlemislerdir. Saxena ve ark. (2007)
maksimum amilaz {iretimini 60. saatte tespit etmislerdir. Carvalho ve ark. (2008)
maksimum a-amilaz enzim tiiretimine 32 saat inkiibasyon sonrasinda ulasmislardir. Liu
ve ark. (2008) maksimum o-amilaz aktivitesine 44. saatte elde etmislerdir. En yiiksek a-

amilaz tiretimini 24. saat sonunda elde etmislerdir.

Ekstraseliiler a-amilaz salgilanma siiresinin kisa olmas1 ekonomik yonden biiyiik
bir avantaj saglamaktadir. Yukarida belirtilen calismalarda termofilik bakterilerden elde
edilen o-amilazlarin salgilanma siirelerine bakildiginda, G. stearothermophilus’tan elde
ettigimiz en yiiksek a-amilaz iiretimine daha kisa siirede ulasilmasi ekonomik yonden
daha biiylik avantaj olusturmaktadir. Calismamiz, bu yoniiyle Bozi¢ ve ark. (2011)’nin

yaptig1 calisma ile uyum i¢indedir.

G. stearothermophilus’tan elde edilen ekstraseliiler a-amilaz enziminin optimum
sicakligi 70 °C olarak tespit edildi. Enzim sicakliginin yiiksek olmasi endiistriyel
agisindan Onemlidir; ¢iinkii endiistriyel enzimlerin kullanildigi islemler genellikle
yiiksek sicakliklarda gergeklestirilir. Enzimin pH 5.0 ile pH 11.0 arasinda aktivite
gosterdigi belirlendi. pH 5.0’ten itibaren enzim aktivitesinde artis gozlenirken pH
8.0’den itibaren ise enzim aktivitesinde azalma oldugu tespit edildi. Enzimin optimum
pH’s1 7.0 olarak bulundu. pH’nin nétral olmasi gerek nisastanin sivilagtirilmasi gerekse

gida endiistrisi gibi dnemli alanlarda kullanimi yoniinden 6nem arz etmektedir.

Cordeiro ve ark. (2002) a-amilaz enziminin pH 7.5 ve 70°C’de maksimum
aktivite gosterdigini bulmuglardir. Burhan ve ark. (2003) Termostabil ve alkalin olan a-
amilazi tireten Bacillus sp. ANT 6Y’y1 topraktan izole etmislerdir. Enzimin maksimum
aktivite gosterdigi sicakligi 80°C, pH’yr da 10.5 olarak tespit etmislerdir. Konsula ve
ark. (2004) a-amilaz enziminin maksimum aktivitesini 135°C ve pH 6.5’ta oldugunu
tespit etmislerdir. Behal ve ark. (2006) alkalin a-amilaz enziminin optimum sicakligini
40°C, optimum pH’smi 8.0 olarak belirlemislerdir. Asgher ve ark. (2007) a-amilaz

enziminin optimum pH’si1 8.0, optimum sicakligii da 70°C olarak belirlemislerdir.
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Saxena ve ark. (2007) maksimum alkalin amilaz aktivitesini pH 10.0 da ve 90°C’de
tespit etmislerdir. Agiiloglu (2008) o-amilaz i¢in optimum sicakligt 65°C, optimum
pH’y1 7.0 olarak belirlemistir.

Calismamizda enzim iiretimi lizerine karbon kaynaklariin ve azot kaynaklarinin
etkilerine bakildi. Kontrol ile diger karbon kaynaklari karsilastirildiginda maltozun
kontrole yakin deger gosterdigi, diger karbon kaynaklarinda ise aktivitenin Onemli
Ol¢iide azaldigi, siikroz ve laktozda ise aktivitenin tamamen kayboldugu tespit edildi.
Kontrol ile diger azot kaynaklar1 karsilastirildiginda, biitiin azot kaynaklarinda kontrol
gore daha diisiik amilaz aktivitesi elde edildi. Azot kaynaklari i¢inde en yiiksek spesifik
aktivite ise amonyum nitrat eklenmesiyle elde edildi. Karbon ve azot kaynaklarinin
enzim {retimine arttirici etki gostermemesi, besi yerine ekstra bir madde ilavesi
olmadan enzim {retiminin daha ekonomik elde edilmesi bakimindan onemlilik arz

etmektedir.

Hamilton ve ark. (1999) Bacillus sp. IMD 435 azot kaynag1 olarak %2’lik maya
oziitli ve karbon kaynagi olarak ta %4’liik laktoz i¢eren besi yerlerinde maksimum a-
amilaz aktivitesi tespit etmislerdir. Laktozlu ortamda a-amilaz {iretimi fazla olmasina
ragmen bakteri tiretiminin az oldugu belirlemislerdir. Behal ve ark. (2006) Bacillus sp.
AB 04’ten. alkali a-amilaz tiretimini %1 karbon kaynaklarindan fruktoz ve %1 azot
kaynaklarindan et oziitii igeren besi ortaminda gergeklestirmislerdir. Saxena ve ark.
(2007) Bacillus sp. PN5’ten iiretilen yiiksek termostabil ve alkalin amilaz i¢in (%) 0.6
nisasta, 0.5 pepton ve 0.3 maya 6ziitii iceren besi ortaminda maksimum spesifik aktivite
elde etmislerdir. Carvalho ve ark. (2008) Termofilik Bacillus sp. SMIA-2’den
maksimum iiretimi azot kaynagi olarak pepton, karbon kaynagi olarak ise ¢oziiniir
nisagtanin bulundugu besi ortaminda gergeklestirmislerdir. Prakash ve ark. (2009)
Halofilik Chromohalobacter sp. TVSP 101 bakterisinden en iyi o-amilaz {iretimini azot

kaynagi olarak triptonun bulundugu ortamda tespit etmislerdir.

Kalsiyumun enzim iiretimine etkisinin tespiti i¢in toplam hacimde 10 mM, 20
mM, 30 mM, 40 mM, 50 mM ve 60 mM CacCl; besi yerlerine eklenerek bakildi. Yapilan
aktivite sonuglarma bakildiginda kontrole gére 10 mM ve 20 mM CaCl;
konsantrasyonlar1 ile daha yiiksek o-amilaz iiretimi gozlenirken konsantrasyonun

artmasi durumunda amilaz iretiminin azaldigi tespit edildi. En yiiksek aktivite 10 mM

59



5. TARTISMA VE SONUC

CaCl, besi yerine eklenmesiyle elde edildi. Bu sonuca gore CaCl,’iin enzim iiretimini
arttirdigi hemen disiiniilemez; ¢iinkii Ca'? iyonun a-amilazin aktivitesi iizerine stabil
bir durum sagladig1 bundan dolay1 artisin olabilecegi veya hiicre igerisinde salgilanip

hiicre disina verdiginden dolay1 ortamda enzimin fazla oldugu diisiiniilebilir.

Prakash ve ark. (2009) Halofilik Chromohalobacter sp. TVSP 101 bakterisinden
a-amilaz enzimi {iretimi, saflastirilmasi ve karakterizasyonunu gerceklestirirken, ortama
ilave edilen 50 mM CaCl, ilavesi ile enzim iretiminin %29 oraninda arttigini

belirlemislerdir.

Calismamizda G. stearothermophilus’dan a-amilaz enzimi {iretimi i¢in optimum
kosullar belirlendikten sonra enzim saflastirmaya gegildi. a-Amilaz %46 verim ile ve 65
kez saflagtirilarak elde edildi. a-Amilazin yiiksek saflikta ve yiiksek verimde elde

edilmesi, endiistriyel uygulamalarda kullanilabilir 6zellikte oldugunu gostermektedir.

Najafi ve ark. (2005) a-amilaz enzimini %24.2 verimle saflastirmislardir.
Noman ve ark. (2006) o-amilaz enzimini %22.8 verimle elde edip saflastirma kat
sayisini 110 olarak bulmuslardir. Ezeji ve Bahl (2006) Geobacillus thermodenitrificans
HRO10’dan a-amilaz enzimini %211.5 verimle ve 13.6 kez saflastirmiglardir. Liu ve
ark. (2008) Bacillus sp. YX-1’den a-amilaz enzimini %34 verimle ve 6.6 kez
saflagtirmiglardir. Hmidet ve ark. (2008) Bacillus licheniformis NH1’den elde edilen
termostabil a-amilaz enzimini %15.9 verimle ve 3.08 kez saflastirmiglardir. Mollania
ve ark. (2010) Sicak su kaynagindan izole ettikleri Geobacillus sp. LH8 ‘in a-amilaz
enzimini %10 verimle ve 13.6 kez, Bozi¢ ve ark. (2011) Bacillus licheniformis ATCC
9945°ten elde edilen a-amilaz enzimini %38 verimle ve 6 kez, Wang ve ark. (2011)
Chryseobacterium taeanense TKUO0O01 den elde ettikleri alkali ve stabil amilaz enzimini

% 11 verimle ve 5 kez saflastirmiglardir.

Saflagtirilan enzim aktivitesi tizerine EDTA, PMSF, DTT ve B-mercaptoethanol
gibi bazi inhibitorlerin etkisi arastirildi. Bu sonuglara gore kalan enzim miktarlar 1
mM’lik EDTA, PMSF, DTT, B-mercaptoethanol ve Etanol’de sirasiyla %35, %93, %96,
%86 ve %96 olarak belirlendi. Konsantrasyon artisina paralel olarak enzim aktivitesi
tizerine olan inhibisyon etkilerinin de arttigi tespit edildi. 10 mM’lik EDTA, PMSF,
DTT , B-mercaptoethanol ve Etanol sirasiyla %11, %23, %41, %61 ve %65°1ik etkisi

oldugu gézlemlendi gézlemlendi.
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Burhan ve ark. (2003) PMSF’nin enzim aktivitesini arttirdigini, EDTA’nin ise
enzim aktivitesini azalttigin1 bulmuslardir. Arikan (2008) a-amilazin 5 mM EDTA, 3
mM PMSF tarafindan inhibe edildigini tespit etmistir. Asoodeh ve ark. (2010) a-amilaz
aktivitesinde EDTA ilavesiyle azalma; PMSF ve -mercaptoethanol ile artma meydana
geldigini belirlemislerdir. Shafiei ve ark. (2010) saflastirdiklart a-amilaz enzimi iizerine
EDTA’nin inhibisyon etkisi yaptigini, PMSF ve B-mercaptoethanol’un ise enzim
iizerinde herhangi bir etki yapmadigini tespit etmislerdir. Inhibitorlerle ilgili yaptigimiz
calismada elde ettigimiz bulgular diger arastirmacilarin  sonuglartyla uyum

gostermektedir.

Saflastirilan enzim aktivitesi lizerine bazi metallerin etkisini saptamak i¢in
CacCl,, CuCly, ZnCl,, MgCl,, HgCl,, MnCl,, CoCl, ve FeCl; eklenerek yapilan aktivite
sonuglarina gore, CaCl, (%123) ve MnCl,‘iin (%122) aktiviteyi artirdigi; MgCl, (%97)
ve CoCl; (%96) ilavesi ile degisiklik gozlenmedigi; CuCl, (%19), ZnCl, (%29), FeCl,
(%55) ve HgCl, (%17)’lin ise enzim aktivitesini inhibe ettigi tespit edildi.

Srivastava (1987) saflastirdigi amilazlarin iizerine Zn®*, Mg?, Mn?* ve AI**
iyonlarmin kismen, Cu*?, Fe*, Ni*?, Hg+2, Pb*? ve Ag+1 iyonlarmin tamamen enzim
aktivitesini inhibe ettigini, ancak Ca*?, Ba'™, Srt?ve K* iyonlarinin a-amilaz aktivitesini
artirdigin1 tespit etmistir. Mamo ve Gessesse (1999) saflastirdiklar1 termostabil o-
amilazlarm Cu*?, Fe™ ve Hg+2 iyonlan tarafindan aktivitelerinin inhibe olduklarini,
Zn?* iyonun ise inhibe etmedigini gostermislerdir. Sarikaya ve Giirgiin (2000) amilaz
enzimi {izerine Ag+2, Zn*? ve Cu* gibi metallerin gii¢lii bir inhibitdr etki yaptigini
bulmuslardir. Cordeiro ve ark. (2002) Termofilik Bacillus sp SMIA-2’den saflastirdigi
a-amilaz enziminin aktivitesinin Co™?, Cu*? ve Ba*? tarafindan giiclii bir sekilde inhibe
edildigini, Ca+2, Mg+2, Ni+2, Sr'? ve Mn*® dan daha az etkiledigini saptamislardir.
Najafi ve ark. (2005) Bacillus subtilis AX20 den saflastirdiklar1 ekstraseliilar a-amilaz
enziminin Hg*?, Ag*? ve Cu*? tarafindan inhibe edildigini bulmuslardir. Behal ve ark.
(2006) Bacillus sp. AB 04’ten elde ettikleri alkali o-amilaz enzimi aktivitesinin Ca*? ve
Co*?iyonlari etkisi ile arttigini tespit etmislerdir. Asgher ve ark. (2007) Bacillus subtilis
JS-2004’ten saflastirdiklar termostabil a-amilaz igin Ca*?un iyi bir aktivator oldugunu
belirlemis, Co*, Cu™ ve Hg+2 tarafindan enzim aktivitesinin gili¢lii bir sekilde inhibe
edildigini, Mg*?, Zn*?, Fe'?, Mn*? ve Ni*? iyonlarindan ise daha az etkilendigini

bulmuslardir. Shafiei ve ark. (2010) Nesterenkonia sp. F susundan saflastirdigi a-amilaz
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enziminin aktivitesinin Ca* ile arttigini ve Zn+2, Fe+3, Cu+2, Al iyonlar1 ile inhibe
edildigini saptamislardir. Mollania ve ark.(2010) Geobacillus sp. LH8’in a-amilaz
aktivitesi Mg+2, Ba™, Ni*? zZn*?, Fe™ ve Cu' ile a-amilaz aktivitesi azalirken, Mn*?,
Ca* K*, Cr* ve Al"™ ile enzim aktivitesinin arttigini tespit etmislerdir. BoZi¢ ve ark.
(2011) Hg*? iyonunun enzim aktivitesini tamamen inhibe ederken Ca*?, Ni*? ve Co*? az
bir oranda aktiviteyi arttirdigini tespit etmislerdir. Yapilan calismalarda elde dilen

sonuglar calismamizda elde ettigimiz bulgular1 destekler niteliktedir.

Saflastirilan a-amilaz enzim aktivitesi lizerine bazi deterjanlarin etkisini
arastirmak i¢in %0.5’lik SDS, Tween-40, Tween-80, TritonX-100 ve igeriginde enzim
ihtiva etmeyen ticari olarak temin edilen Alo matik kullanildi. Kalan enzim miktarlari
kontrol ile karsilagtirilarak rolatif aktiviteleri hesaplandi. Kontrole gore kalan enzim
miktarlar;; SDS %84, Tween—40 %93, Tween-80 %95, TritonX-100 %115 ve Alo
matik %87 olarak tespit edildi. SDS gibi ajanlarla kismi inhibisyon ger¢eklesmistir. Bu
ozellik deterjanlara karsi direncliligi gostermektedir. Literatiirlerde enzimde distilfid
baglarinin bulunmas: ve aminoasitlerin okside olmalariyla degisiklige ugramasindan dolay1
oksidasyona dayaniksiz hale gelmeleri enzimde termostabiliteyi arttirdigi, ve boylelikle
enzimin okside edici ajanlardan etkilenmedigi belirtilmektedir (Barnet ve ark., 1998; Redy
ve ark., 2003). Elde edilen bu sonug¢ enzimin okside edici ajanlarla etkilenmedigini 1siyla
birlikte amino asitlerin degisiklige wugradigit ve direnglilie yol agtigim

diisiindiirmektedir.

Asoodeh ve ark. (2010) Termofilik Bacillus sp. Ferdowsicous’tan saflastirdiklari
a-amilaz aktivitesinin Triton X-100 ile arttigini tespit etmiglerdir. Shafiei ve ark. (2010)
Nesterenkonia sp. F susundan saflastirdiklar1 a-amilaz enziminin %0.5 SDS, %0.2
Triton X-100, Tween 80 ve Tween 20 deterjanlarina karsi oldukga stabil oldugunu

belirlemislerdir.

Saflagtirilan o-amilaz enziminin pH ve sicaklik stabilitesi belirlendi. Yapilan
arastirma sonucunda enzim aktivitesinin pH 5.0’ten sonra arttigi, pH 7.0’den sonra ise
aktivitenin azalmaya basladig goriildii. pH stabilitesi 7.0 olarak bulundu. Enzimin 50°C
ile 60°C°de stabil oldugu, 70°C’de ise enzim aktivitesinin azaldig1 belirlendi. Enzimin
termostabil olmasi biyolojik olarak olduk¢a gii¢ bir sekilde pargalanabilen ve
cozlinmeyen cevresel kirleticilerin olusumunu da engellemesi gibi bazi olaylarda

oldukca oOnemlidir. Notrofilik 6zellige sahip o-amilaz enzimi genel olarak pH 5-7.5
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araliginda aktivite gostermektedir. Son yillarda 6zellikle kuru temizleme gibi yeni alanlarda

da giderek artan sekilde kullanim alani bulmustur.

Mamo ve Gessesse (1999) saflastirdiklar: termostabil a-amilazlarm 80°C de 4
saat inkiibasyon sonunda %50 aktivitelerini korudugunu ve pH 5.5 ile 9.0°da stabil

olduklarini gostermislerdir.

Cordeiro ve ark. (2002) a-amilaz enziminin 50°C’de 2 saat sonunda enzimin
stabil kaldigmi ve 60°C, 70°C ve 90°C’de sirasiyla %4, %13, %38’ini kaybettigini tespit

etmislerdir.

Burhan ve ark. (2003) a-amilazin alkalin pH degerinde (9.5-13.0) oldukga stabil

oldugunu ve 100°C’de aktivitesinin %85.5 oraninda korundugunu tespit etmislerdir.

Behal ve ark. (2006) Bacillus sp. AB 04’ten elde ettikleri alkali a-amilaz
enziminin 50°C ile 80°C, pH 7.0 ile 10.0 arasinda stabil oldugu tespit etmislerdir.

Saxena ve ark. (2007) Bacillus sp. PN5 a-amilaz aktivitesinin pH 10.0’da 1 saat
on inkiibasyon sonrast %80’inin Kkorundugunu, 105°C’de %65 oraninda aktivite
gosterdigini ve 80°C ile 100°C arasindaki sicakliklarda 1 saat inkiibasyon sonrasinda
%100 stabil kaldigini belirlemislerdir.

Liu ve ark.(2008) Bacillus sp. YX-1’den saflastirdiklar1 a-amilaz enzimin pH
4.5 ile 11.0 arasinda stabil kaldig1 bulmuslardir.

Asoodeh ve ark. (2010) Termofilik Bacillus sp. Ferdowsicous’tan saflastirdiklari
asidofil ve termostabil amilazin pH 3.5 ile 7.0 degerlerinde stabil oldugunu 75°C’de 45

dakika sonunda aktivitesinin %75’ini korudugunu belirtmislerdir.

Wang ve ark. (2011) Chryseobacterium taeanense TKUO001’den saflagtirdiklari
alkali ve stabil amilazin pH stabilitesini 6.0-11.0 arasinda ve sicaklik stabilitesini ise

60°C’den daha diisiik sicakliklarda oldugunu tespit etmislerdir.

Saflastirdigimiz a-amilazin Km degeri 0,051 mM, Vmax degerleri 1,424
umol/dk. olarak bulundu.

Srivastava (1987) Bacillus stearothermophilus’tan saflastirdigi a-amilaz ve f-

amilaz’m Km degerlerini sirasiyla 1.05 ve 1.25 mg/ml olarak belirlemistir.
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Aguilar ve ark. (2000) saflastirdiklart a-amilaz enziminin Km degerini 3.44

mg/ml olarak tespit etmislerdir.

Ezeji ve Bahl (2006) Geobacillus thermodenitrificans HRO10 a-amilaz enzimin

Km ve Vmax degerlerini sirasiyla 3.05 mg/ml ve 7.35 U/ml olarak belirlemislerdir.

Shafiei ve ark. (2010) Nesterenkonia sp. F susundan saflastirdigi o-amilaz
enziminin Km degerini 4.5 mg/ml olarak bulmuslardir. Mollania ve ark.(2010) Sicak su
kaynagindan izole ettikleri Geobacillus sp. LH8 ‘in a-amilaz enzimini saflastirmislardir.
Enzimin Km degerini 3 mg/ml ve Vmax degerini ise 6.5 umol/dk. olarak tespit

etmislerdir.

Calismamizda G. stearothermophilus ‘dan saflastirdigimiz a-amilaz enzimin
molekiil agirhigi SDS-PAGE ile 63 kDa olarak hesaplandi. a-Amilaz enzimlerinin
cogunun molekiil agirligi yaklasik olarak 45-70 kDa arasindadir ve genellikle enzim
proteinin amino asit kompozisyonunda biiyik farklilik yoktur. Bunun yani sira farkli

molekiil agirligina sahip a-amilazlar da mevcuttur.

Srivastava (1987) saflastirdigin amilazlarm, o-amilaz ve p-amilaz olarak
belirleyip molekiil agirliklarini sirasiyla 48 kDa ve 57 kDa olarak tespit etmistir. Shaw
ve ark. (1995) Ekstratermofilik Thermus sp’ten saflastirdiklar1i a-amilaz enziminin

molekiil agirligini SDS-PAGE ile 59 kDa olarak tespit etmislerdir.

Mamo ve Gessesse (1999) Termofilik Bacillus sp.WN11’den saflastirdiklari
termostabil amilaz I ve amilaz II’nin molekiil agirliklarini sirasi ile 76 ve 53 kDa olarak
bulmuglardir. Aguilar ve ark. (2000) Lactobacillus manihotivorans LMG’tan

saflagtirilan enzimin molekiiler agirligini 135 kDa olarak tespit etmislerdir.

Burhan ve ark. (2003) Topraktan izole ettikleri Bacillus sp. ANT-6Y’den
saflagtirdiklar1 termostabil ve alkalin a-amilaz enziminin molekiil agirligin1 94.5 kDa

olarak bulmuslardir.

Yang ve Liu (2004) Thermobifida fusca’tan saflastirdiklar1 a-amilazin molekiil
agirligint SDS-PAGE ile 60 kDa olarak tespit etmislerdir. Noman ve ark. (2006)
Pachyrhizus erosus L’den o-amilaz enziminin saflastirilmasi ile saf enzimin molekiil

agirligini 40 kDa olarak hesaplamislardir.
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Ezeji ve Bahl (2006) Geobacillus thermodenitrificans HRO10’dan salgilanan o-

amilazin molekiil agirligini 58 kDa olarak bulmuslardir.

Arikan (2008) Termofilik Bacillus sp. A3-15ten iiretilen alkalin ve termostabil
a-amilaz1 kismi olarak saflastirarak enzimi nisastali SDS-PAGE elektroforez ile 86 kDa

ve 60 kDa molekiil agirliklarinda bagimsiz iki band elde etmistir.

Hmidet ve ark. (2008) Bacillus licheniformis NH1’den saflastirdiklar1 a-amilaz

enziminin molekiiler agirligini 58 kDa olarak tespit etmislerdir.

Liu ve ark.(2008) Bacillus sp. YX-1’den saflastirdiklar1 a-amilaz enziminin

molekiiler agirligint 56 kDa olarak hesaplamislardir.

Shafiei ve ark. (2010) Nesterenkonia sp. F susundan amilaz enzimi
saflastirilmasini gerceklestirerek, enzimin molekiil agirligini yaklasik olarak 100-106

kDa olarak tespit etmislerdir.

Mollania ve ark.(2010) Sicak su kaynagindan izole ettikleri Geobacillus sp. LH8
‘in a-amilaz enzimini saflastirmislardir. Saflastirdiklart enzimin molekiiler agirhigint 52

kDa olarak hesaplamislardir.

Bozi¢ ve ark. (2011) Bacillus licheniformis ATCC 9945°ten izole ettikleri a-
amilaz enzimini saflastirmislar ve saf enzimin SDS-PAGE elektroforezi ile molekiil

agirhgini 31 kDa olarak belirlemiglerdir.

Wang ve ark. (2011) Chryseobacterium taeanense TKUO001’den saflagtirdiklar
alkali ve stabil a-amilazin SDS-PAGE elektroforezi ile molekiil agirhigint 46 kDa veya
47 kDa olarak belirlemislerdir.

Enzimlerin kullanildig: islemler genelde yiiksek sicakliklarda gergeklestirildigi
icin, enzim sicakliginin yiiksek olmasi endiistriyel enzimlerde istenen bir ozelliktir.
Enzimin noétral pH’da olmasi ise nisastanin sivilagtirilmasi gibi islemlerde kullanimi
acisindan onemlidir. Endiistriyel uygulamalarda kullanilan enzimlerin, ekonomik agidan
kisa slirede ve daha diisiik maliyetle maksimum verim gostermesi, farkl alanlarda

kullanilabilme 6zelliginde olmasi, alerjik ya da toksik etkiye sahip olmamasi gerekir.

Calismamizda, maksimum a-amilaz aktivitesinin kisa siirede, yliksek sicaklikta
ve notral pH’da elde edilmesi nedeniyle G. stearothermophilus’tan a-amilaz enziminin

saflagtirllmas1 gerceklestirildi. Az kayipla ve yliksek saflikta endiistriyel kullanima
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uygun a-amilaz elde edildi. Saflagtirilan enzimin termostabil olmasi, ortamda bulunan
degisik denatiire edici sartlara karsi yiiksek tolerans gostermesi nedeniyle enzim
teknolojisi ve Ozellikle biyoteknolojik ac¢idan kullanilabilir &zellikte oldugunu

gostermektedir.
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