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Bu calismada Dargecit (Mardin) sicak su kaplicalarindan izole edilen
termofilik Anoxybacillus sp. AH1’de biyoteknolojik Oneme sahip olan a-amilaz
enziminin bazi 6zelliklerinin arastirilmas1 amaglanmustir.

Anoxybacillus sp. AH1 NB besiyerinde iiretildi ve degisik inkiibasyon
siirelerinde o-amilaz aktivitesi Olciildii. Maksimum enzim iiretimi 12-24 saatleri
arasinda tespit edildi.

pH ve sicaklik etkisi sirasiyla pH 4.0—-11.0 ve 30-90 °C’de hem ham enzimde
hemde kismi olarak saflastirilan enzimde arastirildi. Enzimin optimum pH ve
sicaklik degerleri sirastyla 7.0 ve 60 °C olarak bulundu.

Enzim iiretimi lizerine degisik besiyerlerinin, % 1’lik farkli azot ve % 0.5-%
1 oranlarinda farkl karbon kaynaklarmmin ve nisastalarin etkisi incelendi. Maksimum
enzim tiretimi NB1 besiyerinde elde edildi. En iyi azot kaynagi pepton ve beef
ekstrakt, en iyi karbon kaynagi ise % 0.5 oranlarindaki maltoz, glukoz ve laktoz
olarak belirlendi. Ayrica % 0.5 ve % 1 oranlarindaki patates nisastasinin ve % 1
oraninda ¢dzlinebilir nisastanin enzim tretimini arttirdig tespit edildi.

Enzim iiretimi {izerine ¢esitli konsantrasyonlarda CaCl,’nin etkisi arastirildi.
CaCl, varliginda enzim iiretiminin arttig1 tespit edildi. Maksimum enzim tretimi 20
mM’da elde edildi.

Anoxybcillus sp. AH1’de o-amilaz kismi olarak saflastirildi ve enzim
aktivitesi lizerine bazi kimyasallarin, metallerin, metal selatorlerin ve deterjanlarin
etkisi incelendi.

MgCl, (8 mM’da % 41) ve CaCly’nin (8§ mM’da % 70) a-amilaz aktivitesini

belirli oranlarda arttirdigi, ZnCl, (0.5 mM’da % 85 ve 1 mM’da % 93), CuCl,’nin



(0.5 mM’da % 76 ve 1 mM’da % 100) ve metal selatorleri olan EDTA (10 mM’da %
63) ve 1,10-phenanthroline’nin (10 mM’da % 22) ise yiiksek oranda inhibe ettigi
tespit edildi. B-mercaptoethanol (10 mM’da % 64) ve DTT nin (10mM’da % 100) a-
amilaz aktivitesini genis Olclide arttirdigi, PCMB (4mM’da % 52) ve PMSF’nin
(4mM’da % 60) ise enzim aktivitesini belirli oranlarda inhibe ettigi tespit edildi.
lodaacetamide ve N-ethylmaleimide’nin enzim aktivitesini ¢ok az etkiledigi gortldii.
Enzim aktivitesinin ¢esitli deterjanlar varliginda arttigi; fakat iire tarafindan gii¢lii bir
sekilde inhibe edildigi tespit edildi.

Km ve Vmax gibi kinetik parametreleri o-amilazin % 0.5-% 3 (w/v)
oranlarinda tamponda hazirlanan ¢6ziinebilir nisasta ile inkiibasyona birakilarak
hesaplandi. Km ve Vmax degerleri Lineweaver—Burk plot’a gore sirasiyla 0.102
mM ve 0.929 umol/dk. olarak hesapland:.

Enzimin 45 °C’nin iizerindeki sicakliklara duyarli oldugu ve termal
stabilitesinin gliserol ve sorbitol tarafindan arttirildig1 belirlendi. % 30 gliserol
varliginda enzimin 55 °C ve 60 °C’ de 120 dakika sonunda orijinal aktivitesini
strasiyla % 99 ve % 85 oraninda korudugu tespit edildi.

Enzimin elektroforetik analizi nondenatiire poliakrilamid jel elektroforezi ile

yapild1.

Anahtar Kelimeler:, Anoxybacillus sp. AHI1, Biyoteknoloji, o-amilaz enzim

iiretimi, enzim karakterizasyonu
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ABSTRACT

The purpose of this study was some properties of biotechnologically
important a-amylase enzyme produced by thermophilic Anoxybacillus sp. AHI
isolated from Dargeg¢it (Mardin) hot springs examined.

Anoxybacillus sp. AH1 was grown on NB medium and a-amylase activity
was measured at differant incubation time. Maximum enzyme production was
determinated 12-24 hours.

The effect of pH and temperature on the a-amylase activity was tested pH
4.0-11.0 and 30-90 °C both crude enzyme and partially purified enzyme respectively.
The optimum pH and temprature for enzyme were found as 7.0 and 60 °C
respectively.

The effect of different medium, different nitrogen sources in 1% ratios and
different carbon sources and starches in 0.5 % and 1% ratios on the production of a-
amylase was investigated. Maximum enzyme production observed on NB1 medium.
The best nitrogen source was determinated as pepton and beef extract, While The
best carbon source was determinated as maltose, glucose and lactose in % 0.5 ratios.
Enzyme production was also enhanced in the presence of potato starch in % 0.5 and
% 1 ratios and soluble starch in % 1 ratios.

The effect of various concentration of CaCl, on the enzyme production was
examined. The enzyme production was increased in the presence of CaCl,.
Maximum enzyme production was achieved at the presence of 20 mM CaCl,.

a-Amylase in Anoxybacillus sp. AH1 was partially purified and the effect of
some chemicals, metals and metal chelators and detergents on the enzyme activity

was studied.
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MgCl, (% 41 at 8 mM) and CaCl, (% 70 at 8 mM) were found to increase a-
amylase activity at certain rates, while ZnCl, (% 85 at 0.5 mM and % 93 at 1 mM),
CuCl; (% 76 at 0.5 mM and % 100 at 1 mM) and the metal chelators EDTA (% 63 at
10 mM) and 1,10-phenanthroline (% 22 at 10 mM) inhibited the enzymatic activity
at high rates. B-Mercaptoethanol (% 64 at 10 mM) and DTT (more than % 100 at 10
mM) were found to enhance a-amylase activity great extent, while PCMB (% 52 at 4
mM) and PMSF (% 60 at 4 mM) inhibited the enzymatic activity at certain rates.
Iodoacetamide and N-ethylmaleimide were found to have a little effect on the
enzyme activity. The enzyme activity was found to increase in the presence of
various detergants, while significantly inhibited by the concentrations of urea.

The kinetic parameters such as Km and Vmax were determinated by the
incubating the a-amylase with various concentrations of soluble starch ranging from
% 0.5 to % 3 (w/v) in buffer. Km and Vmax were calculated from Lineweaver-Bulk
plot. as 0.102 mM and 0.929 pmol/min. respectively.

The enzyme was found to be senstive to above 45 °C and the thermalstability
was enhanced by glycerol and sorbitol. It was determinated enzyme retained % 99
and % 85 orijinal activity at 55 °C and 60 °C respectively after 120 minutes In the
presence of % 30 glycerol.

The enzyme electrophoretic analysis was performed by Nondenaturing

polyacrylamide gel electrophoresis.

Key Words: Anoxybacillus sp. AH1, Biotechnology, a-amylase, enzyme production,

enzyme characterization
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1. GIRIS

Enzimlerin bir¢ok uygulamadaki rolii, uzun zamandan beri bilinmekte olup
kullanimi oldukg¢a eskiye dayanmaktadir'. Enzimler, fonksiyonlar1 ve 6zellikleri
anlagilmadan uzun sire 6nce kullanilmaya baslanmustir”. ~ Mikroorganizmalar
tarafindan iiretilen enzimler ilk olarak ekmek, bira, peynir ve alkol iiretimi gibi
islemlerde kullanilmistir'. O dénemlerde enzimler, daha saf ve daha 1yi karakterize
edilmis bir bi¢imde kullanilamamistir’.

19. ylizyilm baglamasiyla enzimlerin  fermantasyon prosesindeki
potansiyelleri anlagilmistir. 1860°ta Louis Pasteur enzimlerin fermantasyonda temel
oldugunu anlamis fakat enzimlerin katalitik 6zelliklerinin maya hiicreleriyle ayrilmaz
bir sekilde baglantili oldugunu iddia etmistir. 1897°de Yunan kimyaci Edward
Buchner, enzimlerin bu hiicrelerden bagimsiz olarak sekerleri, alkol ve
karbondioksite fermente ettigini bulmustur. Bu 6nemli basar1 enzimlerin hiicrelerden
bagimsiz olarak islev gorebileceklerinin ilk gostergesi olmustur. 1926’da Amerikali
biyokimyact J.B. Sumner ilk kez kristalize formda iireaz enzimini elde etmistir.
19301936 yillar1 arasinda ilk olarak pepsin, tripsin ve kimotripsin gibi protein
yapisinda olan enzimler dikkatli bir sekilde kristalize edilmistir. 1980’°e kadar biitiin
enzimlerin protein olduguna inaniliyordu fakat giiniimiizde tiim enzimlerin protein
yapisinda olmadig1 bilinmektedir. Ayni zamanda enzim olarak ta gorev yapabilen
RNA molekiillerinin yapisinda protein bulunmadigi bilinmektedir’. ~ Modern
biyoteknolojinin gelismesiyle beraber, son 40 yilda enzim endiistrisi biiyiik ilerleme
kaydetmistir. Bu sayede endiistriyel 6neme sahip olan enzimlerin, daha saf, ucuz ve
bol miktarda iiretimine olanak saglanmisti®. Enzimlerle ilgili daha fazla bilgi

edinilmesi ve enzimlerin saflastirilmasi, enzimlerin uygulama alanlarini da biiyiik



Olgiide artrmistir.  Termostabil enzimlerin kullanilabilirliligi de endiistriyel
uygulamalara yeni bircok imkan kazandirmistir'.

Enzimler, canli hiicreler tarafindan sentezlenen, protein yapisinda olan ve
biyolojik aktiviteye sahip olan molekillerdir®.  Kendileri higbir degisiklige
ugramadan reaksiyon oranlarm yiikseltirler. Kii¢iik mikroorganizmalardan insanlara
kadar dogadaki tiim canlilarda mevcuttur. Hiicre i¢i, stoplazma, mitokondri, doku ve
viicut sivilar1 gibi yapilara yerlesmislerdir’. Canlilar, binlerce gesit enzim ihtiva
etmeleri ve hayatsal olaylar1 bu enzimler sayesinde diizenlemek suretiyle yasamlarini
devam ettirmektedirler”.

Endiistriyel enzimlerin diinya genelindeki kullanimi, 1995°te 1 milyar
dolar iken, 2000 yilinda 1,5 milyar Dolara ulagmistir’. Diinya enzim endiistrisindeki
kullanim alaninin %29’unu gida sektorii, %15’ini hayvan yemi sektorii ve %56’smi1
genel teknik alanlar1 olusturmaktadir.

Enzim teknolojisi; ekonomik, etkili ve biyoteknolojik tekniklere olan biiyiik
ihtiya¢ nedeniyle ilerleme kaydetmistir. Biyoteknoloji sayesinde, yeni tiir enzimlerin
biiyiik 6lceklerde ve ekonomik olarak iiretilmesi miimkiin olmustur. Buna gore bir
enzimin herhangi bir endiistri alaninda kullanilabilirligi; maliyet bakimindan ucuz
olmasini, ¢ok farkli alanlarda kullanilabilme 6zelliginde olmasini ve en 6nemlisi de
enzimin alerjik ya da toksik etkiye sahip olmamasim gerektirmektedir®.

Endiistrinin  hemen her alaninda kullanilan  enzimler, genelde
mikroorganizmalardan elde edilmektedir. Bunun nedeni mikroorganizma kaynakli
enzimlerin, bitkisel ve hayvansal kaynakli enzimlere gore katalitik aktivitelerinin ¢ok
yiiksek olmalari, istenmeyen yan {riin olusturmamalari, fazla miktarda elde

edilebilmeleridir. Bugiin endiistride kullanilan enzimlerin ¢ogu mikrobiyal kokenli



oldugu icin, endiistriyel enzimlerin kullaniminda, mikroorganizma kullanimi
artmlst1r7.

Sicak su kaplicalarindan elde edilen sicakliga dayanikli termofil bakterilerin
biyoteknolojik  kullanimi  son  yillarda biiyik ©6nem kazanmistir. Bu
mikroorganizmalar ekstrem sartlarda benzersiz biyokatalizorler {iretirler. Bu
mikroorganizmalarca iiretilen enzimler deterjan, gida, tekstil, saglik, Molekiiler
Biyoloji (PCR), kozmetik gibi birgok endiistri alaninda kullanilmaktadr®.

Termofilik mikroorganizmalardan izole edilen termostabil enzimler, igsel
stabilitelerinden kaynakli olarak birgok ticari uygulama alanmna sahip olmustur'. Bu
mikroorganizmalarca iiretilen enzimler, yiiksek sicakliklarda denatiire olmadiklar1
igin biiyiik ilgi gekmektedir’.

Mikrobiyal enzimlerin diinya genelindeki kullanim oranmin % 25’ini alkalin
proteazlar, % 21’ini diger protezlar, % 10’unu rennin, % 3’ iinii lipaz, % 3’linii diger
karbonhidrazlar, % 10’unu analitik ve eczacilikta kullanan enzimler ve % 18’ini
amilazlar olusturmaktadir.'

Amilazlar dekstrin, oligosakkarid ve glukoz molekiilleri gibi farkli {iriinler
elde etmek i¢in, nisastay1 parcalayan endiistriyel dneme sahip enzimler arasindadir''.
Gidadan fermantasyona, tekstilden kagit endiistrisine kadar genis uygulamalarla,
giiniimiiz biyoteknolojisinde dnemli bir yere sahiptir. Bu enzimler, bitiki, hayvan ve
mikrobiyal kokenli olmakla beraber, endiistiyel kullanimlarda mikrobiyal enzimler
tercih edilmektedir. Gliniimiizde ticari olarak bir¢ok mikrobiyal amilaz mevcut olup,
nisasta endiistrisinde kimyasal hidrolizin yerini almistir'>.

Endiistriyel enzimlerin bir smifini olusturan o-amilazlar, diinya enzim

marketinin yaklasik %25’ini olustururlar”. a-Amilazlar, nisastadaki glikozidik



baglari rastgele yerlerinden hidroliz eden endoamilazlarin bir iiyesidirler'*. o-Amilaz
((1,4) o-glukan, glukanhidroksilaz, E.C 3.2.1.1), nisastayr diger amilazlar icin
kullanilabilir duruma getirmek suretiyle, nisasta konversiyon teknolojisinde anahtar
rol oynamaktadir'>. Mikrobiyal a-amilazlar, nisasta hidrolizinin yani sira kimya,
tekstil, eczacilik, gida, deterjan gibi endiistrilerde de kullanilmaktadir'".

Bu ¢alismanin amaci, Mardin ili Dargegcit sicak su kaplicasindan izole
edilen, 16S rRNA, morfolojik ve fizyolojik analizler sonucunda tanimlanan
Anoxybacillus sp. AHI tarafindan salgilanan o-amilaz enzimi {izerinde bazi
calismalar yapmaktir. Biyoteknolojik a¢idan 6nemli enzimler, hem saglik hem de
endiistri alaninda uygulama alan1 bulmaktadwr. Bu agidan, enzimlerin daha
ekonomik sartlarda {iretimi, karakterize edilmesi ve Ozelliklerinin bilinmesi bu
alanlara onemli katki saglayacaktir. Bu calisma, hem bu bdlgedeki kaplicalarin az
calisilmis olmas1 hem de Anoxybacillus sp.’de yapilan ilk a-amilaz ¢alismalarindan

biri olmasi1 agisindan 6nem tasimaktadir.
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2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Biyoteknoloji

Biyoteknoloji, biyolojik ajanlar kullanilarak bilimsel ve miihendislik
ilkelerinin yeni iriinler elde etmek iizere kullanilmasidir'. Biyoteknoloji, canli
hiicrelerden (mikroorganizmalar, bitki ve hayvan hiicreleri veya dokulari) elde edilen
enzimler veya organeller tarafindan gerceklestirilen biyolojik reaksiyonlar ile
ugrasir’. Modern  biyoteknoloji; genetik  miihendisligi, = rekombinant
mikroorganizmalar, bitki ve hayvan hiicreleri, hibrodoma teknolojisi,
nanobiyoteknoloji, protein miihendisligi, transgenik bitki ve hayvanlar, organ ve
doku miihendisligi, immiinolojik tayinler, genomik gibi daha bir¢ok alani
kapsamaktadir.  Biyoteknoloji; saglik hizmetleri, gida iiretim ve siireci, tarim,
ormancilik, materyal ve kimyasallarin iiretimi gibi alanlarda da etkili olmaktadir'.

Modern biyoteknoloji; bilimsel, medikal ve endiistriyel ¢evrelerde, teknolojik
uygulamalar1 genis Olclide kullanarak degisik bir¢ok iiriin saglamaktadir. Ayni
zamanda biyoteknoloji, biiylik 6lctideki buluslar1 ve ticari alandaki dneminden dolay1
sosyal ve ekonomik bilimlerin arastirma alanlari i¢in de model olmaktadir’. Enzim
teknolojisinin giderek gelismesi, enzimlerin kullanim alaninin gesitliligi ve ekonomik
degerinin ¢ok yiiksek olmasi nedeniyle biyoteknolojinin endiistriyel enzimlerle ilgili
alaninda yapilan cesitli arastirmalar daha da énem kazanmaktadir. Ozellikle son
yillarda stratejik alan seklinde degerlendirilen rekombinant DNA teknolojisinden
yararlanilarak enzim iiretimi biiylik boyutlara ulagmis ve kullanimi giderek

yaygnlagmistir”.



Cizelge 2.1. Biyoteknolojik Oneme Sahip Bazi Enzimler ve Kullanim Alanlar1’

ENZIM SUBSTRAT KATALIZE KULLANIM
EDILEN ALANI
REAKSIYON
Proteaz protein Proteoliz Deterjan, gida,
eczacilik,
kimyasal sentez,
Lipaz kat1 ve s1vi yag Yaglari, yag asiti | Yag esash kirlerin
ve gliserole giderilmesi, gida
hidrolize eder
Karbohidraz karbonhidrat Karbonhidratlarin | Gida, hayvan
sekerlere yikimi yemi, kagit, seker,
tekstil, deterjan
Pektinaz pektin Meyve suyu Gida, mesrubat
ekstraksiyonu
Seliilaz seliiloz Seliilozun hidrolizi | Tekstil, deterjan,
hayvan yemi
Amilaz polisakkarid Nisastanin sekere | Gida
yikimi

2.2. Enzimler

Enzimler, kimyasal reaksiyonlar1 fevkalade bir 6zgiilliikle katalizleyen ve
tepkime oranlarmi yiikselten genelde protein yapisinda olan molekiillerdir.
Tepkimelerde katalizor gorevi gorerek, kendileri degisiklige ugramadan hiicrede
meydana gelen binlerce tepkimenin hizmi ve ozgilliiginii diizenlerler™. Bu
reaksiyonlar yasayan tiim organizmalarin metabolizmalarinin temelini olusturur ve

endiistriyel alanlar igin mitkkemmel firsatlar dogurur’. Enzimler bugiin hiicrelerden



ctkmis ve artik cesitli bakimlardan gilinlik ve ekonomik hayata girmistir. Bugiin
ekmek bira ve peynir iiretimi gibi ekonomik sahalarda, temizlik alanlar1 gibi giinliik
yasamda ve bir saglik alani olan tipta, teshis ve tedavide enzimler biiyiik rol
oynamaktadir. Enzimler yalniz tipta degil diger bir¢cok alanda da 6nem kazanmustir.
Bu giin enzimlerin kimya endiistrisinde, gida prosesinde, ziraatte ve hatta biyolojik

savasta pek cok kullanim alanlar1 bulunmaktadir®.

Cizelge 2.2. Enzimlerin Smiflandiriimasi’

Enzimler Kaynaklar

1. Oksidoreduktazlar

Glukoz Oksidaz Aspergillus niger

Katalaz Aspergillus niger, Micrococcus
lysodeictius

Pironoz-2-oksidaz Polypoms obtusiis

2. Transferazlar

3. Hidrolazlar

Bakteriyel a-amilaz Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus
Fungal a-amilaz Aspergillus oryzae, Aspergillus niger
Glukoamilaz Aspergillus niger, Aspergillus awamori,

Endomycopsis sp., Rhizopus sp.




B-Glukonaz (licheninase)

Bacillus subtilis, Bacillus

amyloliquefaciens

Selulaz kompleks

Trichodenna reese,

Aspergillus niger

o-1,3-Glukonaz

Trichoderma harzianum

Dekstranaz Penicillium funiculosuni
Hemiselulaz Bacillus subtilis, Aspergillus niger
Pullulanaz Bacillus sp.

o-Galaktosidaz

Aspergillus niger, Mortierella vinacea

Invertaz

Yeast

Laktaz

Kluyveromyces fragilis

Bacteriyel notral proteaz

Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus

subtilis

Bacteriyel alkalin proteaz

Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis,

Bacillus amyloliquefaciens

Fungal proteaz Aspergillus niger
Rennet Mucor miehei, Mucor Pusillus
Streptokinaz Streptococcus sp.

L-Asparaginaz

Envinio carotovora

Urikaz

Bacillus fastidiosus
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Fungal pektinaz kompleks Aspergillus niger, Trichoderma reesei

4. Liyazlar

Fungal pektinaz kompleks Aspergillus niger

5. izomerazlar

Glukoz izomeraz Bacillus coagulans, Actihoplanes

missouriens, Streptomyces Sp.

6. Ligazlar

2.2.1. intraseliiler Enzimler

Intraseliiler enzimler, sitoplazmaya dagilmis olarak bulunan ribozomlarda
sentezlenirler. Genelde bu enzimlerin substratlar1 sekerler, aminoasitler, karboksilik
asit gibi kiigiik molekiil agirligina sahip, hiicre zarindan gecebilme yeteneginde olan

molekiillerdir’.

2.2.2. Ekstraseliiler Enzimler

Ekstraseliiler enzimler, besiyeri ve hiicre yaplarinin dis kismi ile baglanti
halinde olan enzimler olarak tanimlanir.
Escherichia coli gibi gram-negatif bakterilerde proteinler i¢ ve dis membran
arasindaki periplazmik bosluk arasinda kalirlar. Ciinki gram-negatif bakteri
duvarlari, gram-pozitif bakterilerde bulunmayan bir dis membrana sahiptirler. Gram-

pozitif bakterilerde ise enzimler dogrudan besiyerine salgilanirlar. Intraseliiler
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enzimlerin aksine, ekstraseliiler enzimlerin stabilitesi yliksek olup, ¢evre kosullarinda

aktivitelerini uzun siire koruyabilirler'’.

2.3. Amilazlar

Amilazlar; nigasta molekiillerinin hidrolizini gergeklestirerek dekstrin,
oligosakkarid ve glukoz gibi daha kiigiik iirlinlere parcalayan biyoteknolojik
uygulamalar i¢in olduk¢a Onemli bir yere sahip olan hidrolitik enzimler
arasindadir' 131,

Amilazlar bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalar gibi bir¢ok kaynaktan
elde edilebildigi halde mikrobiyal kaynakli enzimler endiistriyel uygulamalarda daha

cok tercih edilmektedir'**!

. Amilaz {iretimi i¢in mikroorganizma kullaniminin temel
avantajlari, ekonomik olarak biiyilik oranda iiretim kapasitesi ve bu canlilardaki
enzimlerin istenilen karakteristik 6zellikleri taslmamdlr]z.

Amilazlarin tarihi, 1811°de Kirchhoff tarafindan nisastay1 parcalayan ilk
enzimin bulunmasiyla baslamistir. Bunu takiben sindirim amilazlar1 ve malt
amilazlar1 bulunmustur.  Daha sonra 1930°da Ohlsson malttaki sindirimsel
enzimlerin nigastay1 par¢alamasi sonucu olusan sekerlere gore amilazlari, a-amilaz
ve B-amilaz olarak iki siifa ayirmayu ileri stirmiistiir'”.

Amilazlar, nisastayr hidroliz bicimine gore endoamilazlar ve ekzoamilazlar
seklinde siniflandirilabilir'.

Endoamilazlar, nisasta molekiillerinin i¢ kisimlarindaki glikozidik baglar1
rastgele yerlerinden hidroliz ederler. Bu da zincir uzunluklar1 birbirinden farkli olan

oligosakkaritlerin olugmasma yol agar. a-amilaz (EC 3.2.1.1) bu gruba

dahildir'>''3,
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Ekzoamilazlar, nisastanin indirgen olmayan uclarindan itibaren glikozidik
baglar1 dikkatli bir sekilde kirarlar. Glukoamilazlar ( EC 3.2.1.3), B-amilazlar (EC

3.2.1.2) ve glukozidazlar (EC 3.2.1.2 ) bu gruba dahildir'*"’.

2.3.1. p-Amilazlar (a-1,4-glucan maltohidrolaz, EC 3.2.1.2)
B-amilaz, ekzo tip bir enzim olup amiloz ve amilopektin molekiillerini

rediikte olmayan uglarindan keserek maltoza indirgerler'.

2.3.2. y-Amilazlar ( exo-1,4-a-D-glucan glucanohydrolase EC 3.2.1.3)

v-Amilazlar, amiloz ve amilopektin molekiillerini rediikte olmayan
uclarindan keserek glukoz, maltoz, maltotrioz ve oligomaltoz olusumuna neden
olurlar.  Ayn1 zamanda bazi y-Amilazlar, amilopektin molekiillerinin 1,6-a-

glikozidik baglarini da hidroliz edebilmektedir'’.

2.3.3. a-Amilazlar ( endo-1,4-a-D-glucon glucohydrolase, EC 3.2.1.1)
a-Amilaz, nisasta molekiiliindeki a-1,4 glikozidik baglarini yikarak glukoz,
oligomaltoz ve dekstrin olusumunu saglayan endo tip, glukohidrolazlar sinifina ait,

genelde ekstraseliiler olan biyoteknolojik O6neme sahip olan enzimler

15,16,17,18,19

arasidadir . Glinlimiizde ticari olarak bir¢ok a-amilaz enzimi mevcut olup

17,20

nisasta endiistrisinde kimyasal hidrolizin yerini almislardir ", a-Amilaz kagit, gida,

tekstil, ekmek, deterjan, kimya, eczacilik, surup T{retimi gibi endiistriyel

uygulamalarda genis 6lciide kullamlmaktadir'-'®*!,
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2.3.3.1. a-Amilaz Kaynaklan

a-Amilaz, karbonhidrat metabolizmasinin baskin rol oynadigi bitkiler,
hayvanlar ve mikroorganizmalar tarafindan iiretilmektedir. Bitki ve mikroorganizma
kokenli amilazlar ylizyillardan beri gida katki maddesi olarak kullanilmaktadir.
Mikroorganizma kokenli amilazlar (bakteriyel ve fungal amilazlar), ekonomik ag¢idan
daha uygun olmalari, iiretimleri i¢in daha az yer ve zamana gereksinim duyulmasi ve
optimizasyon ve modifikasyon islemlerinin kolay olmasi avantajlarindan dolay1
endiistriyel uygulamalarda kullanilmaktadir.  Bakteriler arasinda Bacillus sp.
termostabil amilaz {iretimi i¢in genis Olclide kullanilmaktadir. B. subtilis, B.
stearothermophilus, B. licheniformis ve B. amyloliquefaciens bilinen iyi a-amilaz
dreticisidirler. Benzer sekilde fungilerden de Aspergillus cinsinden a-amilaz tiretimi

icin genis ol¢iide yararlanilmaktadir®.

2.4. Nisasta

Nisasta; bitkilerde fazla miktarda bulunan, soguk suda ¢dziinmeyen bir depo
polisakkarittir. Insanlar i¢in besin kaynagi olarak kullanilan nisasta; dogada, patates,
piring, musir, bugday gibi hububatlarda bol miktarda bulunur. Genelde her yerde
mevcut oldugundan kolayca ulasilabilir ucuz bir enerji kaynagidir. Bu baglamda gida
endiistrisinde genis Ol¢lide kullanilmaktadir. Nisasta, gida endiistrisinde yaygin
olarak kullanilan glukoz, fruktoz ve maltoz gibi suruplarinin iiretiminde de

kullanilmaktadir!#*3*42°,

Nisasta, amiloz ve amilopektin olmak iizere iki tane glukoz polimerinden

olusmaktadir. Amiloz, glukoz tnitelerinin birbirlerine a-1,4 glikozidik baglarla
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baglanmas1 sonucu olusmus lineer, dallanma gdstermeyen bir depo polisakkarittir
(Sekil 2.1). Suda ¢oziinmez fakat hidrat formundan dolay1 su alarak miseller haline

gelebilir. Molekiil agirlig, birkag yiiz ile birkag¢ bin dalton arasinda degisir. Amiloz,

23,25,26,27

nisasta molekiiliinde %15-25 oraninda bulunmaktadir

HO

8

Sekil 2.1. Nisastanmn amiloz formu’

Amilopektin, o-1,4 baglarma ek olarak a-1,6 glikozidik baglarm1 da
icermektedir (Sekil 2.2). Amilozda oldugu gibi diiz zincir a-1,4 glikozidik
baglarindan kaynaklanmaktadir. Dallanma ise glukoz {initelerinin a-1,6 glikozidik
baglariyla baglanmasindan kaynaklanmaktadir.  Glikoz {initelerinin her 16-27
glikozidik baglarla baglanmasi sonucu bir dallanma noktasi olusmaktadir. Amilozun
aksine suda c¢oziinme 6zelligine sahiptir. Nisasta molekiilinde %75-85 oraninda
bulunup molekiil agirligr 1 000 000 daltona kadar ulasmaktadir. Amilopektin
molekiiliiniin tamami yaklasik olarak 2 000 000 glikoz tinitelerinde olugsmaktadir. Bu

da amilopektini dogada var olan en uzun molekiil yapmaktadir®~>>>**",
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OH

OH HO

O----

HOO ® OH

Sekil 2.2. Nisastanmn amilopektin formu®’

2.4.1. Nisastanin Enzimatik Hidrolizi

Nisasta, kompleks bir yapiya sahip oldugu i¢in, nisasta molekiillerinin
oligosakkaritlere, maltoz ve glukoz gibi daha kiiciik sekerlere depolimerizasyonu,
uygun enzim kombinasyonlarini gerektirir. Bir endoamilaz olan a-amilaz, nisasta
polimerinin i¢ bdlgesinde bulunan a-1,4 glikozidik baglarini rastgele yerlerinden
keserek lineer ya da o-limit dekstrin gibi dallanmis sekilde oligosakkaritlerin
olusumunu saglar. Ekzoamilaz enzimlerden olan B-amilaz a-1,4 glikozidik baglarni,
glukoamilaz ve a-glukozidaz enzimleri, nisastanin hem o-1,4 hem de a-1,6

glikozidik baglarin1 rediikte olmayan uclarindan keserek daha belirgin ve kiigiik
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oligosakkaritlerin olusumuna yol acar. B-amilazin nisastay1 hidrolizi sonucu maltoz,
glukoamilazin nigsastay1 hidrolizi sonucu glukoz olusur. o-glukozidaz, B-anomerik

konfiglirasyonuna sahip olan glukoz olusumuna yol agan glukoamilazmn aksine

oligosakkaritlerin  o-1,4 glikozidik baglarmi1  hidrolizleyerek  a-anomerik

konfigiirasyonuna sahip olan glukoz olusmasina yol agar™>".

R-Enzyme
-1,6-Glucosidases
)

Sekil 2.3. Nisastanin amilaz tarafindan hidrolizi*

2.5. a-Amilazin Endiistriyel Kullanim Alanlan

Amilazlar, glniimiiz biyoteknolojisinde en Onemli enzimlerden biridir.

Ozellikle nisastayr temel alan endiistriler i¢in en ©nemli hidrolitik enzimler

arasindadir. Amilazlar, gida, deterjan, tekstil, kagit, ilag, fermantasyon, nisastanin
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glukoz ve maltoz suruplarina doniistiiriilmesi gibi genis endiistri alanlarinda
kullanilmaktadir. Giiniimiizde ticari olarak bir¢ok mikrobiyal amilaz mevcut olup,

nisasta endiistrisinde kimyasal hidrolizin yerini almiglardur'"+'>'#202¢

2.5.1. a-Amilazin Deterjan Endiistrisinde Kullanim

Enzim iceren deterjanlar, icermeyenlere oranla daha yumusak bir yapiya
sahiptir. Daha Onceleri otomatik bulasik makinelerinde kullanilan deterjanlar ¢ok
sert bir yapiya sahipti. Bu deterjanlar, hassas ¢in porselenleri ve tahta sofra takimlar1
gibi bulasiklar i¢cin uygun bir yapiya sahip degildi. Buda deterjan endiistrilerinin
daha etkili ¢oziimler arastirmalarina yol agcmistir. Diisiik ve ortalama sicakliklarda
camasir yikama islemi olduk¢a yaygmn olmakla beraber, nigasta iceren giysi ve
porselen lekelerinin giderilmesi, tiiketiciler i¢in giderek artan bir problem haline
gelmektedir. Nisastanin ¢oziiniirliigli yiiksek oranda sicakliga baghdir. Bu durum da
a-amilazin deterjanlarin igeri§inde kullanimmi arttrmaktadir.  a-Amilaz, toz
deterjanlarda 1975°ten beri kullanilmaktadir.  Gilinlimiizde sivi1 deterjanlarin
%90’1inda a-amilaz enzimi mevcut olup bulagik makinesi deterjanlar1 i¢in a-amilaz

talebi de giderek artmaktadir'*2°,

2.5.2. a-Amilazin Tekstil Endiistrisinde Kullanim

Tekstil endiistrisinde dokuma sirasinda ipliklerin saglam ve diizgiin olmasi ve
kopmamas1 i¢in iplikler nisasta igeren bir ¢ozelti ile muamele edilmektedir. Bu
isleme hasillama adi verilir. Bu islem i¢in nisasta olduk¢a uygun bir materyaldir.
Ciinkii nisasta diinyanin bir¢ok bdlgesinde mevcut olup ucuz olarak elde edilebilen

bir maddedir ve uzaklastirilmasi da kolaydir. Kumas dokunduktan sonra, kumastaki
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fazla nisastanin uzaklastirilmasi gerekir. Bu isleme de hasil alma ad1 verilmektedir.
Hasil alma isleminde a-amilaz kullanilmaktadir. a-Amilaz, bu islemi olduk¢a secici
bir sekilde yapmaktadr ve kumastaki ipliklere her hangi bir etki

yapmamaktadir'*?'?,

2.5.3. a-Amilazin Nisastanin Sivilastirilmasinda ve Sekerlendirilmesinde
Kullanimi

Endiistrideki o-amilaz marketinin temeli, nisastay1 fruktoz ve glukoz gibi
hidrolizatlara ay1rmakt1r12. Bu islemler sonucunda nisasta; fruktoz, glukoz, maltoz
veya oligosakkarid suruplarma dontstiiriilmektedir. Bu suruplar daha sonra
fermantasyon surubu olarak cesitli kimyasal maddelerin iiretiminde kullanilmaktadir
(etanol, lizin ve sitrik asit vs.)”. Yiiksek fruktozlu musir suruplari yiiksek
tatlandiricilik  6zelliklerinden dolayr mesrubat sanayisinde alkolsiiz igecekleri
tatlandirmak i¢in biiytik olciide kullamilmaktadirlar'®.

Nisastanin islenmesi sivilastirma ve sekerlendirme olmak iizere iki adimdan

olusmaktadir’>*,

Genelde nisastanin sivilastirilmasi asamasi, nisastanin ylksek
sicakliklarda jelatinasyonunu ve ortama o-amilaz eklenerek kismen hidrolizini
kapsamaktadir.  Sekerlendirme asamasi ise sivilastirilan nisastanin daha kiigiik
sekerlere en sonunda glukoz veya maltoza doniistiirtilmesini kapsamaktadir. Glukoz
surubu (% 95 ile % 96 glukoz) iiretiminde pullulanaz ve glukoamilaz enzimleri

kullanilirken, maltoz surubu (% 80 ile % 85 maltoz) tiretiminde ise pullulanaz ve [

amilaz kullanilmaktadir>.
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2.5.4. a-Amilazin Kagit Endiistrisinde Kullanim

Kagit endiistrisinde kagidin islenmesi i¢in, kagit nisastayla muamele edilir.
Bu da islem esnasinda, kagidi mekanik hasarlardan korur. Bu islem kagida sertlik ve
dayaniklilik vererek kagidin daha kaliteli olmasini saglar. Ayrica nigasta ile
muamele kagidin silinebilirliligini arttirr ve kagidin 1yi kaplanmasina da yardimci
olur. Kagitla muamele edilen dogal nisastanin viskozitesi yiiksek oldugu i¢in fazla

olan nisasta o-amilaz kullanilarak uzaklastirilir'>>".

2.5.5. a-Amilazin Tipta Kullanim

Amilaz pankreas, tiikiirik bezleri ve bazi tiimorlerden (6rn. akciger)
salinmaktadir. Kandaki amilazin genellikle iigte biri pankreas, ticte ikisi ise tiikiiriik
bezleri kaynaklidir. Dolasima giren amilaz esas olarak bobrekler araciligiyla
viicuttan atilmaktadir. Yiiksek kan amilaz diizeyi pankreatitte meydana gelir. Ayrica
karin agrisiyla ortaya c¢ikan bazi acil hastaliklarda, siddetli seker komasinda,
kabakulakta, morfin enjeksiyonundan sonra da amilaz diizeyleri bir miktar

yiikselebilmektedir. Amilaz degerinde diisiikligiin bir klinik Snemi yoktur®.

2.5.6. a-Amilazin Firincihkta Kullanim

Ekmek endiistrisi, enzimleri daha kaliteli tiriinler elde etmek i¢in ylizyillardan
beri kullanmaktadir. Bu enzimler ekmegin daha hacimli olmasini, renginin daha
glizel gozlikmesini, daha iyi kizarmasini, daha lezzetli olmasini ve ekmek i¢inin daha
yumusak olmasini saglamaktadirlar.  Giliniimiizde pullulanaz, pentonaz, seliilaz,
glukooksidaz, lipoksijenaz gibi bircok enzim ¢esitli amaclarla ekmek endiistrisinde

kullanilmakta; fakat higbiri a-amilazin yerini dolduramamaktadir. o-Amilaz enzimi
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ekmekgilikte, ekmegin bayatlamasini geciktirmesinden ve raf dmriinii uzatmasindan

(2-3 giin) dolay1 yaygin olarak kullamlmaktadir'>>"2,

2.6. Termofilik Mikroorganizmalar ve Enzimlerinin Biyoteknolojide
Kullanilmasi

Termofilik mikroorganizmalar, yiiksek sicakliklarda (60 ve 108 °C)
yasamaya adapte olmus canlilardir. Genelde yiiksek sicakliklardaki karasal ve deniz
habitatlarindan izole edilmektedir. Jeotermal ve volkanik olarak 1sinmis hidrotermal
agiz sistemleri, notral sicak su kaplicalar1 ve deniz alt1 hidrotermal agizlar1 gibi
alanlarda yayilis gostermektedirler™.

Diger tiim canlilar gibi, mikroorganizmalar da hayatta kalmak i¢cin bulundugu
cevreye uyum saglamak zorundadirlar. Termofiller termostabil, denatiirasyona ve
proteolize kars1 direngli proteinler icerirler. Saperon olarak bilinen bu tiir 6zellesmis
proteinler, denatiirasyon sonrasi proteinlerin katlanarak dogal yapilarmi ve
fonksiyonlarmi geri kazanmalarimi saglar. Termofilik mikroorganizmalarin hiicre
duvar1 satiire edilmis yag asitlerinden olusmaktadir. Bu yag asitleri, hiicre ig¢in
hidrofobik bir ortam olusturarak yiliksek sicakliklara karsi hiicrelere direnclilik
kazandirmaktadir’®. Deneysel caligmalar hidrofobik interaksiyonlarin termofilik
proteinlerin stabilizasyonunda 6nemli bir rol oynadigini ortaya ¢ikarmistir. Sicakliga
direngli proteinler hidrofobik interaksiyonlarla dimer olusturarak termal hidrolize
kars1 daha direncgli hale gecmektedirler. Biitiin bunlara ek olarak sicakliga direngli
proteinler distlfit baglari, aromatik interaksiyonlar, hidrojen baglari, elektrostatik
gibi mekanizmalarla yiiksek sicakliklara kars1 direng géstermektedirler”. Termofilik

mikroorganizmalarin yiiksek sicakliklarda {retimi kontaminasyon riskini ve
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vizkositeyi azaltir. Bu 6zellikler karisim yapmay1 kolaylastirir ve yiiksek derecede
substrat coziiniirliigiine yol actigr icin teknik ve ekonomik agidan oldukga ilgi
cekicidirler’™?’.

Termofilik ve hipertermofilik enzimler (termozimler) ekstremozimlerin bir
iiyesidirler. Ekstremozim grubu enzimler; yliksek sicaklik, yiiksek tuz seviyelerinde,
yiiksek alkali kosullarinda ve basing, yiiksek asidite gibi diger ekstrem kosullar

altinda islev gosterebilirler®’**%*!

. Termofilik mikroorganizmalar, hem termoaktif
hem de termostabil olan ilgin¢ enzimlerin kaynagidir. Bu mikroorganizmalardan
izole edilen enzimler essiz 6zelliklere sahiptir. Bu enzimler, oldukca termostabil
olup genelde deterjan, organik ¢oziiciiler, kaotrapik gibi kimyasallar ajanlar ile
ekstrem pH degerlerine karsi oldukca direnclidirler*’.  Termofilik enzimler,
endiistrinin  birgok alanindaki uygulanabilirliligi ile mezofilik enzimlerin ve
kimyasallarin yerini alabilecek potansiyele sahiptir. Bu durum optimizasyon
prosesleri icin yeni pencereler a¢maktadwr.  Termoenzimlerin fonksiyonlari,
stabiliteyi arttirmak i¢in 6rnek teskil edebilir ve termoenzimlerin stabilitesinin daha
iyl anlasilmasi, diger enzimleri stabilize edebilmek i¢cin yeni yontemler bulmaya

yardimci olabilir. Bu mikroorganizmalardan elde edilen enzimler; gida, kimyasal,

eczacilik, kagit ve atik aritma endiistrileri gibi alanlarda nemli rol oynamaktadir®.
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Cizelge 2.3. Bazi Ekstremozimler ve Uygulama Alanlari*

Ekstremofil Enzim Biyoteknolojik
Uygulamalar
Termofil (55-113 °C) Amilazlar Tatlandiricilar i¢in glukoz
Ksilanazlar ve fruktoz
Proteazlar Kagit beyazlatma
DNA polimerazlar Firmcilik, bira, deterjan
Genetik mithendisligi
Psikofil (-2-20 °C) Proteazlar Peynir olgunlastirilmasi,
Dehidrogenazlar siit tiretimi, Biyosensorler
Amilazlar Deterjanlarda polimer
degredasyonu
Asidofil (p <3) Stilflir oksidaz Komiir desiilfiirizasyonu
Alkalifil (pH>8) Seliilazlar Deterjanlarda polimer

degradasyonu

Halofil (2-5 M NaCl)

Poli (a-glutamik asit )
(PGA) iiretimi

Poli (B-hidroksi butirik
asit) (PHB) tiretimi

Barofil (Yiiksek basing)

Tim mikroorganizmalar

Jellerin ve nisasta
graniillerinin

olusturulmasi

Metalofil (Yiiksek metal

konsantrasyonu )

Tim mikroorganizmalar

Maden cevheri elde
edilmesi

Biyomineralizasyon
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2.6.1. Termostabil Amilazlar

Endiistriyel uygulamalardaki agir sartlara karsi dayanakli enzim bulma
ihtiyac1 giinden giine artmaktadir®. Termostabil a-amilazlar, agir endiistriyel sartlar
altindaki kullanilabilirliligi ile endiistriyel uygulamalar i¢in biiylik Onem arz
etmektedir®.  Termostabil amilazlarm endiistriyel uygulamalardaki avantajlart,
kontaminasyon riskini azaltmalari, difiizyon oranini yiikseltmeleri, denatiire edici
ajanlara, ¢oziiciilere ve proteolitik enzimlere karsi direncli olmalaridir®. o-Amilaz,
nisastanim jelatinasyonunda 100-110 °C ve sivilastirilmasinda 80-90 °C gibi yiiksek
sicakliklarda aktivite gostermelidir. Bu yilizden daha fazla termofil ve termostabil

amilazlar bulmak i¢in, arastirmalara gereksinim duyulmaktadir*>*.

Cizelge 2.4. Baz1 Mikrobiyal Termostabil Amilaz Kaynaklarr® (Haki ve Rakshit

2003’den modifiye edilmistir).

Enzim Organizma

a-amilaz Bacillus amyloliquefaciens
Bacillus licheniformis
Bacillus stearothermophilus
Bacillus subtilis
Lactobacillus manihotivorans
Myceliophthora thermophila
Pyrococcus furiosus
Pyrococcus woesei

Staphylothermus marinus
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Sulfolobus solfataricus
Thermococcus aggreganes
Thermococcus celer
Thermococcus fumicolans
Thermococcus hydrothermalis
Thermomyces lanuginosus

Thermococcus profoundus

B-amilaz Bacillus circulans
Bacillus cereus
Bacillus sp.
Clostridium thermosulphurogenes

Clostridium thermosulfurogenes
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2.7. Anoxybacillus Cinsi

Anoxybacillus cinsine ait {iyeler, daha Once Bacillus cinsi igersinde
bulunmaktaydi. Bu cins ilk kez 2000 yilinda Pikuta ve arkadaslar1 tarafindan
tanimlanmigtir. Tanimlanan tim Anoxybacillus tirlerinin genel olarak termofil,
gram-pozitif, spor olusturan basil sekilli bakteriler oldugu belirlenmistir*’****°. Son
zamanlarda Anoxybacillus cinsi, Anoxybacillus pushchinoensis, Anoxybacillus
flavithermus, Anoxybacillus gonensis, Anoxybacillus contaminans, Anoxybacillus
voinovskiensis,  Anoxybacillus  ayderensis, = Anoxybacillus  kestanbolensis,
Anoxybacillus kamchatkensis, Anoxybacillus amylolyticus, Anoxybacillus rupiensis
ve Anoxybacillus bogrovensis olmak tizere 11 tiire ayrilmistir. Ayrica Anoxybacillus
kamchatkensis tliriiniin  alt tirli olan Anoxybacillus kamchatkensis subsp.
asaccharedens Giil-Giiven ve arkadaglar1 tarafindan 2007°de Batman sicak su
kaplicalarindan izole edilmistir’’. Pikuta ve ark. (2000) Tarafindan tamimlanan ilk
Anoxybacillus cinsi olan 4. Pushchinoensis tiirtiniin giclii bir sekilde anaerobik
oldugu tespit edilmistir. Daha sonra Pikuta ve ark. (2003) bu cinsin iiyelerini
aerotolerant anaerobe ve fakiiltatif anaerobe seklinde tanimlamislardir. Her ne kadar
Pikuta ve ark. (2000) bu cinsi oksijensiz Bacillus anlamima gelen Anoxybacillus
seklinde adlandirmis olsa da bu cinsin tanimlanan birgok tiirliniin aerobik olarak iyi
bir sekilde gelisebildigi ve hatta bazi tiirlerin sadece bazi1 6zel sartlarda anaerobik

oldugu belirlenmistir’'.
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2.8. Onceki Calismalar

Mamo ve ark.’’ (1999) Termofilik Bacillus subtilis WN11’den Amyl ve
Amy2 olarak adlandirilan iki o-amilazin  Uretimini  ve saflastirilmasini
gerceklestirmislerdir. Maksimum enzim {iretimini 48. saatte tespit etmislerdir.
Enzimlerin molekiil agirliklarini sirayla 76 ve 53 kDa. olarak bulmuslardir. Her iki
enzimin de aktivite gosterdigi optimum sicakhigi 75 ile 80 °C arasinda bulup
enzimlerin 80 °C’de 4 saat oninkiibasyon sonrasi orijinal aktivitesinin %50’sini
korudugunu bulmuslardir. Her iki enzimin aktivite gosterdikleri optimum pH’y1 5.5
olarak belirleyerek 5.5 ile 9.0 pH araliklarinda enzimlerin stabil olduklarini tespit
etmislerdir. Her iki enzim aktivitesinin Hg*", Cu*" ve Fe’" varlignda inhibe
oldugunu fakat, Zn** varliginda enzim aktivitelerinde inhibisyon olmadigmi

gozlemlemislerdir.

Hamilton ve ark.” (1999) Bacillus sp. IMD 435’te a-amilaz iiretimi iizerine
calismiglardir. Karbon kaynagi olarak % 4’liik laktoz ve azot kaynagi olarak ta %
2’lik yeast ekstrakt iceren besiyerlerinde maksimum a-amilaz aktivitesi tespit
etmiglerdir. Laktozlu ortamda o-amilaz {iretimi fazla olmasmna ragmen bakteri
iretiminin az oldugunu ve kismi olarak saflastirilan enzimde maksimum amilaz

aktivitesini pH 6.0° da ve 65 °C’ de tespit etmiglerdir.

Aguilar ve ark.”* (2000) Lactobacillus manihotivorans’dan ekstraseliiler o-
amilaz enziminin saflastirmasin1 ve karakterizasyonunu gerceklestirmislerdir.
Enzimin molekiil agirhigmi 135 kDa. optimum sicakhigini 55 °C ve optimum pH’sin1

5.5 olarak belirlemislerdir. Enzimin pH 5.0 ile 6.0’da 1yi stabilite gosterdigini fakat
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sicakhiga karsi hassas oldugunu gozlemlemiglerdir. Enzimin 55 °C’de 1 saat
inkiibasyon sonrasi aktivitesini kaybettigini ve enzimin ¢dziinebilir nisasta varliginda
inkiibasyona birakildiginda termal stabilitesinin arttigmi bulmuglardir. Enzimin Km
degerini, 3.44 mg/ml olarak bulmuslardir. AP*, Fe’*, Hg*" (10 mM) iyonlarmin

varliginda a-amilazin hemen hemen tiim aktivitesini kaybettigini tespit etmislerdir.

Cordeiro ve ark.* (2002) Termofilik Bacillus sp. SMA-2’den o-amilaz
iiretimini ve karakterizasyonunu gergeklestirmislerdir. Maksimum amilaz iiretimini
48. saatte ¢Oziinebilir nisasta igeren kiiltiir ortaminda elde etmislerdir. Enzimin
optimum sicakligini 70 °C, optimum pH’sin1 7.5 olarak belirlemislerdir. Enzimin 50
°C’de 2 saat sonunda stabil kaldigini, 60 °C, 70 °C ve 90 °C’de sirasiyla aktivitesinin
% 4, % 13 ve % 38’ ini kaybettigini tespit etmislerdir. Ham enzimin pH 7.0’da 24
saat inkiibasyonu sonucu aktivitesinin % 5’ini kaybettigini bulmuslardir. Enzimin
Co®", Cu*", Ba" tarafindan giiclii bir sekilde inhibe edilirken, Ca*", Mg*", Ni*" Sr**

ve Mn®" iyonlarindan daha az etkilendigini tespit etmislerdir.

Burhan ve ark.”® (2003) Termostabil ve alkalin olan a-amilaz iireten
Bacillus sp. ANT-6’y1 topraktan izole etmislerdir. Enzimin maksimum aktivite
gosterdigi sicakligi, 80 °C, pH’y1 da 10.5 olarak tespit etmislerdir. Kismi olarak
saflagtirilan enzimin molekiil agirhigi 94500 Da. olarak bulmusglardir. Enzimin
alkalin pH degerlerinde  (9,5-13.0) oldukga stabil oldugunu ve 100 °C’de
aktivitesinin % 85,5 oraninda korudugunu bulmuslardir. CaCl, ve PMSF’nin enzim
aktivitesinin artmasina yol a¢tigii, Zn, Na, Na-sulphide, EDTA, Urea ve SDS’nin

enzim aktivitesinin azalmasina neden oldugunu tespit etmislerdir.
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Baysal ve ark.” (2003) Sicak su kaplicalarindan izole edilen Bacillus
subtilis’te a-amilaz liretimi iizerine bazi karbon kaynaklari, azot kaynaklar1 ve
deterjanlarin etkisini arastirmiglardir. Karbon kaynaklarindan misir nisastasi, stikroz,
fruktoz ve galaktozda diger karbon kaynaklarina oranla daha fazla o-amilaz
iretiminin oldugunu saptamislardir. Azot kaynaklarindan da lizin ve metioninde
daha fazla a-amilaz iiretimi tespit etmislerdir. Amilaz iiretimini arttirmak igin
ortama belirli yiizdelerde ¢0Oziinebilir nigsasta ve yeast ekstrakt eklemislerdir.
Coziinebilir nisastada % 3.5, yeast ekstraktta % 1.5 oranlarinda enzim iiretiminin

maksimuma ulastigini tespit etmislerdir.

Konsula ve ark.’® (2004) Iiml termofilik Bacillus subtilis ten ekstraseliiler
termostabil a-amilaz {iretimini gergeklestirmiglerdir. Maksimum amilaz liretimini 40
°C’de diisiik oranda nisasta iceren ortamda elde etmislerdir. Enzimin, maksimum

aktivitesini 135 °C’ de ve pH 6.5’ta gosterdigini bulmuslardir.

Das ve ark.’' (2004) Bacillus subtilis DM-03ten termostabil, alkali,
ekstraseliiler olan a-amilaz enziminin saflagtrmasint  ve  biyokimyasal
karakterizasyonunu gerceklestirmislerdir. Saflastirilan enzimin molekiil agirligini
42.8 kDa., optimum sicakhigmni 52-55 °C, optimum pH’smi da 9.0 olarak
bulmuslardir. Karbon kaynagi olarak ¢oziinebilir nisasta, azot kaynagi olarak da
Amonyum kloriirde maksimum amilaz iiretimini tespit etmislerdir. Enzimin, 95
°C’de 10 dakika sonunda aktivitesinin % 60’m1 kaybettigini saptamiglardir. PMSF,

SDS, Ure ve EDTA varhiginda enzimin aktivite kaybma ugradigini tespit etmislerdir.
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Aiyer’’ (2004) Bacillus licheniformis SPT 27°de ekstraseliller a-amilaz
iiretimi iizerine karbon ve azot kaynaklarinin etkisini arastirmislardir. Nigasta
varliginda amilaz liretiminin arttigini, Sekerlerden fruktoz, azot kaynaklarindan da
pepton ve amonyum hidrojen fosfatin amilaz iiretimini diger seker ve azot

kaynaklarina oranla daha fazla arttirdigini tespit etmislerdir.

Goyal ve ark.”* (2005) Sicak su kaplicalarindan yeni izole edilen Bacillus sp.
I-3'ten termostabil a-amilaz iiretmislerdir. Maksimum enzim iiretimini 48. saatte
tespit etmislerdir. Kismi olarak saflastirdiklar1 enzimin 70 °C’de ve pH 7.0°de
maksimum aktivite gosterdigini tespit etmislerdir. 10 mM CaClL.2H,0 varliginda
enzimin 70 °C’de 3.5 saat sonrasinda aktivitesinin % 90’mindan fazlasini

korudugunu saptamislardir.

Najafi ve ark.'” (2005) Termofilik Bacillus subtilis AX20’den a-amilaz
enziminin saflastirilmasin1 ve karakterizasyonunu gergeklestirmiglerdir. Enzimin
molekiil agirligini 149 kDa., optimum sicakligmi 55 °C ve optimum pH’sin1 da 6.0
olarak bulmusglardir. Enzim, Hg2+, Ag2+ ve Cu’" tarafindan inhibe edildigini,

EDTA’da etkilenmedigini tespit etmislerdir.

Sajedi ve ark.’® (2005) Bacillus sp. KR-8104’ten ekstraseliller o-amilaz
enzimini saflastirmiglardir. Maksimum o-amilaz iiretimini  60-65. saatlerde
belirlemiglerdir. Enzimin molekiil agirhigmi 59 kDa., enzimin maksimum aktivite

gosterdigi pH degerini 4.0-6.0 ve optimum sicakhigmni 75-80 °C olarak
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belirlemislerdir. Ca’" ve EDTA’nin enzim aktivitesini ve termal stabilitesini

etkilemedigini tespit etmislerdir.

Poli ve ark.”® (2006) Antarctica’daki geotermal su kaynaklarindan izole
ettikleri Anoxybacillus amylolyticus sp.’den a-amilaz {iretimini ve kismi olarak

saflagtirmasimi gergeklestirmislerdir.

Ezeji ve Bahl” (2006) Geobacillus thermodenitrificans HRO10’dan a-
amilaz enzimini saflastirmislardir. Enzimin molekiil agirligmi 58 kDa, optimum
sicakligini 80 °C, optimum pH degerini 5.5 olarak belirlemislerdir. Ca” varhiginda
enzimin 70 °C’de 1 saat sonunda orijinal aktivitesinin % 92’den fazlasini
korudugunu ve enzimin EDTA tarafindan gii¢lii bir sekilde inhibe edildigini tespit

etmislerdir.

Khajeh ve ark.”’ (2006) Bacillus licheniformis ve Bacillus amyloliquefaciens
tarafindan  salgilanan  o-amilazlarm  gliserol  ve  sorbitol  varliginda

termostabilitelerinin arttigini tespit etmislerdir.

Asgher ve ark.'" ( 2007 ) Termofilik Bacillus subtilis JS-2004’ten
termostabil a-amilaz Uretmislerdir. Bakterinin {liredigi ortama kalsiyum, yeast
ekstrakt ve glukoz ilave ederek bu maddelerin bakterinin iiremesine ve enzim
iiretimine olan etkilerini arastirmislardir. Maksimum enzim iiretimini 72 U/ml olarak
48. saatte pH 7.0°da ve 50 °C’de elde etmislerdir. Kalsiyum ve yeast ekstrakt

ilavesinin mikrobiyal biiylimeyi ve enzim tiretimini arttirdigini, % 1’°lik glukozun ise
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azalttigini gbzlemlemislerdir. Ham enzimde optimum sicakligi 70 °C, optimum
pH’y1 8.0 olarak bulmuglardir. Enzimin 60 °C ve 70 °C’de 1 saat sonunda oldukga
stabil oldugunu, 80 °C’de aktivitesinin % 12’sini, 90 °C’de ise aktivitesinin % 48’ini
kaybettigini tespit etmislerdir. Enzim aktivitesinin Ca*” varhiginda arttigim, Co*",
Cu”" ve Hg”" tarafindan gii¢lii bir sekilde inhibe edildigini fakat Mg*", Zn*", Ni*",

Fe" ve Mn®" iyonlarindan daha az etkilendigini belirlemislerdir.

Saxena ve ark.”” (2007 ) Bacillus sp. PN5’ten oldukca termostabil ve alkalin
olan a-amilaz enzimini {retmiglerdir. Kismi olarak saflagtirdiklar1 enzimi
karakterize etmeye calismislardir. (%) 0.6 nisasta, 0.5 pepton, 0.3 yeast ekstrakt
iceren besiyerinde 60 °C’de pH 7.0’da 60 saat inkiibasyon sonras1 65.23 U/ml amilaz
tiretmiglerdir.  Maksimum amilaz aktivitesini pH 10.0’da ve 90 °C’de tespit
etmislerdir. Enzimin pH 10°da 1 saat Oninkiibasyon sonrasi aktivetsinin % 80’ini
korudugunu, 105 °C’de % 65 oraninda aktivite gosterdigini ve 80 °C ile 100 °C
arasindaki sicakliklarda 1 saat inkiibasyon sonrast % 100 stabilite gdsterdigini tespit

etmislerdir.

Rao ve ark.’’ (2007) Geobacillus thermoleovorans’dan saflastirdiklar: o-
amilazin molekiil agirhigmi 26 kDa., optimum sicakligini 100 °C ve optimum pH
degerini 8.0 olarak tespit etmislerdir. Mg*"un enzim aktivitesini arttirdigmi, N-
Ethylmaleimide, EDTA ve PMSF’nin enzim iizerine kismen inhibisyon etkisi

gosterdiklerini belirlemislerdir.
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Arikan*' (2008) Termofilik Bacillus sp. A3-15’ten termostabil ve alkalin
olan a-amilaz enzimini tiretmislerdir. Kismi olarak saflastirilan enzimde optimum
aktivite pH 11.0 ve 70 °C olarak bulunmustur. Enzimin molekiil agirlig1 nisastal
SDS-PAGE elektroforezi yapilarak bulunmus olup 86 ve 60 kDa. molekiil
agirliklarinda bagimsiz iki band elde etmislerdir. Enzimin pH 10.0 ile 11.5 alkalin
pH araliklarinda % 95 oraninda aktif oldugunu ve 100 °C’de 30 dakika 6ninkiibasyon
sonras1 orijinal aktivitesini % 96 oraninda korudugunu tespit etmislerdir. 5 mM
CaCl, varhiginda enzim aktivitesinde % 30 artis tespit etmislerdir. Enzimin 5 mM
EDTA, ZnCl, , NaCl,, Na-siilfid, 3mM PMSF, Ure, SDS tarafindan inhibe edildigini
ve pH 10.0 ile 11.0 araliginda ve 60 °C’de 24 saat sonra yaklasik % 70 oraninda

stabil kaldigini tespit etmislerdir.

Liu ve ark.”” (2008) Yeni izole edilen Bacillus sp. YX-1’den a-amilaz
enziminin {retimini, saflastirilmasini ve karakterizasyonunu gerceklestirmislerdir.
Maksimum amilaz aktivitesini 45 °C” de 44. saatte tespit etmislerdir. Saflastirilan
Enzimin molekiil agirligm1 SDS-PAGE elektroforezi yapilarak 56 kDa., enzimin
maksimum aktivitesini pH 5.0’da gosterdigini ve pH 4.5 ile 11.0 arasinda stabilite
gosterdigini tespit etmislerdir. Enzimin optimum sicakligini ise 40-50 °C arasinda
bulmuslardir. Farkli nisasta cesitleri substrat olarak kullanmiglar ve en i1yi enzim

aktivitesini misir nisastasinda bulmuslardir.

Ben Abdelmalek-Khedher ve ark.”’ (2008) Sclerotinia sclerotiorum’dan

elde ettikleri ve saflastirdiklart a-amilazin molekiil agirligmi 43 kDa., optimum

sicakligini 55 °C ve optimum pH degerini, 4.0 olarak belirlemislerdir. Enzimin Km
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ve Vmax degerlerini sirasiyla 1.66 mg/ml ve 0.1 micromol glucose x min" x ml”
olarak belirlemislerdir. Enzimin Cu®" tarafindan giiglii bir sekilde inhibe edildigini, .
DTT ve B-mercaptoethanolun enzim aktivitesini gii¢lii bir sekilde arttirdigini tespit

etmislerdir.

Prakash ve ark.** (2009) Chromohalobacter sp. TVSP 101°den termostabil,
halotolerant ve alkali-stabil olan ekstraseliiler a-amilaz enziminin {iretimini,
saflagtirilmasint ve karakterizasyonunu gercgeklestirmiglerdir. Maksimum amilaz
tiretimini, pH 9.0’da ve 37 °C’de % 20 NaCl, % 15 KCI ve karbon kaynag1 olarak %
0.5’lik piring unu, azot kaynagi olarak ta % 0.5 tripton varligindaki ortamda elde
etmiglerdir. Ortama 50 mM CaCl, ilavesinin enzim iretimini % 29 oraninda
arttirdigini  belirlemislerdir.  Amilazl ve amilaz2 olarak adlandirilan iki enzim
saflagtirildiktan sonra molekiil agirliklarina bakmislar ve sirasiyla 72 kDa. ve 62
kDa. olarak tespit etmislerdir. Her iki enzimin de maksimum aktivitesini pH 9.0’da

ve 60 °C’de gosterdiklerini bulmuslardir.

Shafiei ve ark."” (2010) Nesterenkonia sp. strain F’den salgilanan a-amilaz
enziminin saflagtirilmasini ve biyokimyasal karakterizasyonunu
gergeklestirmislerdir. Enzimin molekiil agirhigint yaklagik 100-106 kDa., optimum
sicakligin1 45 °C, optimum pH’sin1 7.5 olarak tespit etmislerdir. Fe’*, Cu®", Zn>", ve
AP* iyonlarmin amilaz aktivitesini oldukca inhibe ettigini fakat enzim aktivitesini
Ca’" tarafindan arttirildigin1 saptamuslardir. EDTA’nin enzim iizerinde inhibisyon
etkisi olustururken PMSF ve B-mercaptoethanol’un enzim iizerinde inhibisyon etkisi

olusturmadigini tespit etmislerdir. % 0.5 SDS, % 2 Triton X-100, Tween 80, Tween
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20 deterjanlarma kars1 enzimin oldukga stabil oldugunu bulmuslardir. Coziinebilir

nisasta kullanilarak enzimin Km degeri 4.5 mg/ml olarak bulunmustur.

Asoodeh ve ark.” (2010)

Termofilik  Bacillus  sp.  Ferdowsicous’dan  a-amilaz ~ enziminin
saflagtirilmasint  ve  biyokimyasala karakterizasyonunu gerceklestirmislerdir.
Enzimin molekiil agirligmi 53 kDa. olarak tespit etmislerdir. Enzimin aktivite
gosterdigi optimum pH degerini 4.5 olarak bulmuslar ve enzimin 3.5 ile 7.0 pH
degerlerinde stabil oldugunu belirlemislerdir. Enzimin aktivite gdsterdigi optimum
sicakhigint 70 °C olarak tespit etmisler ve enzimin 75 °C’de 45 dakika sonunda
aktivitesinin % 75’ini korudugunu saptamislardir. Enzim aktivitesinin EDTA ve
Zn*" tarafindan azaltildigini, Mg2+, Ca2+, PMSF, Triton X-100 ve p-

mercaptoethanol’ un enzim aktivitesini arttirdigini1 bulmuslardir.

Mollania ve ark.®® (2010) termofilik Geobacillus sp. LH8 den salgilanan a-
amilaz enziminin saflagtirilmasint ve karakterizasyonunu gerceklestirmislerdir.
Enzimin molekiil agirhgini 52 kDa., optimum sicakligini 80 °C ve optimum pH
degerini 5.0-7.0 olarak belirlemiglerdir. ~ Ca®" varligmin enzim aktivitesini
arttirdigini, EDTA’nin ise inhibe ettigini bulmuslardir. Enzimin Km degerini

3mg/ml, Vmax degerini ise 6.5 g mol/min oldugunu tespit etmislerdir.
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3. MATERYAL ve METOD
3.1. Biyolojik Materyal
Calismalarimizda biyolojik materyal olarak Dargecit sicak su kaplicalarindan

izole edilen Anoxybacillus sp. AH1 kullanilmastir.

3.2. Kimyasal Maddeler
3.2.1. Karbon Kaynaklan
Maltoz, laktoz ve fruktoz Sigma’dan, glukoz, gliserol ve siikroz Merck’ten,

galaktoz Difco’dan temin edilmistir.

3.2.2. Nisastalar
Coziinebilir nigsasta Sigma’dan, Patates nisastasi Ari’dan, misir ve bugday

nisastalar1 Carrefour’dan temin edilmistir.

3.2.3. Azot Kaynaklan
Tripton Sigma’dan, Ure, yeast ekstrakt, Amonyum kloriir ve Amonyum siilfat
Merck’ten, beef ekstrakt Acumedia’dan, pepton Oxoid’den ve kazein Sigma’dan

temin edilmistir.

3.2.4. Besiyeri Maddeleri

Nutrient Broth ve Agar Merck’ten temin edilmistir.
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3.2.5. Kimyasallar

CaCl,, EDTA, CuCl, ve Urea Merck Darmstatd’dan; MgCI, Kimetsan’dan ;
ZnCIl, LACHEMA dan temin edilmistir.

p-Chloromercuribenzoate (PCMB), Dithiothreirol (DTT), N-Ethylmaleimide
(NEM), 1-10 Phenanthroline monohydrate ve Iodoacetamide (IAA) Sigma’dan;
Phenylmethylsulfonylfluoride (PMSF) Fluka Bichemica’dan; B-Mercaptoethanol

Merck Schuchardt’dan temin edilmistir.

3.2.6. Deterjanlar
Sodyum Dodesil Silfat (SDS) ve Tween 40 Merck’ten TritonX-100

Sigma’dan ve Bingo ticari olarak temin edilmistir.

3.2.7. Elektroforetik Maddeler

Tris-Base[Tris(hydroxymetyl) amino methane], akrilamid, N-N-Metilen
bisakrilanid, TEMED (N-N-N'-N'-Tetrametiletilen diamin), APS ( Amonyum
persiilfat ), standart proteinler (ticari a-amilaz) ve Glisin Sigma Chemical Co., St.
Louis ‘den, Coomassie Brilliant Blue R-250 Rio-Rad ¢ dan, BFB ( Brom Fenol

Blue), SDS ( Sodyum dodesil siilfat ), ve Gliserol Merck’ ten temin edildi.

3.3. Besiyerleri

3.3.1. Si1v1 Besiyerleri

NB1 Besiyeri

8 g NB ¢esme suyu ile 1000 ml’ye tamamlanip otoklavlandi.

BM1 Besiyeri
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2 g beef ekstrakt, 2 g pepton ve 1 g NaCl saf su ile 1000 ml’ ye tamamlanip
otoklavlandi.

BM2 Besiyeri

20 g ¢oziinebilir nisasta, 2 g yeast ekstrakt, 10 g beef ekstrakt, 0.2 g CaCl, ve
0.1 g MgSO47H,0 saf su ile 1000 ml’ ye tamamlanip otoklavlandi.

BM3 Besiyeri

2 g yeast ekstrakt, 10 g beef ekstrakt, 0.2 g CaCl, ve 0.1 g MgS0,47H,0 saf
su ile 1000 ml’ ye tamamlanip otoklavlandu.

LB Besiyeri

10 g tripton, 5 g yeast ekstrakt, 5 g NaCl ve 1000 ul NaOH saf su ile 1000
ml’ ye tamamlanip otoklavlanda.

NB2 Besiyeri

8 g NB saf su ile 1000 ml’ ye tamamlanip otoklavlandi.

3.3.2. Kat1 Besiyeri
8 g Nutrient Broth besi yerine 15 g agar ilave edilip ¢esme suyuyla 1000 ml’

ye tamamlanip otoklavlandi.

3.4. Tamponlar

-pH: 4.0-5.5 tamponlari hazirlamak i¢in; 0.1 M sitrik asit hazirlandi.

- pH:6 ve pH:6.5, tamponlarmi hazirlamak icin 0.1 M sodyum fosfat
hazirlandi.

- pH: 7.0-9.0 tamponlarini hazirlamak i¢in 0.1 M tris-HCI hazirlandi.

- pH:9.5-11.0 tamponlarmni hazirlamak i¢in 0.1 M glisin-NaOH hazirlandi.
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3.5. Kullanilan Aletler

Steril Kabin ( Telstar AV-100)

Sogutmal1 Santrifiij ( Sigma Christ 2K15)
Spektrofotometre (UV mini 1240 SHIMADZU)
Etiiv ( Heraus )

Magnetik Karistiric ( Stuart )

Etiiv ( Heraus )

Deep-Freeze ( Harris, -95 °C)

Vorteks ( VWR INTERNATIONAL )
Calkalayici (P SELECTA UNITRONIC OR )
pH metre (METLER TOLEDO MP220 )
Inkiibator ( Sanyo )

Hassas Terazi ( GEG, AVERY )

Otoklav (HICLAVE HV-50L)

Su Banyosu ( Grant 6@, -20, +100 °C)
Sterilizator ( Heraus )

3.6. Bakteri Uretimi
Kat1 besiyerinden, ¢esme suyuyla hazirlanmis NB sivi besiyerine platin 6ze
yardimiyla ekim yapildi. Calkalayicida 60 °C* de 120 rpm galkalama hiziyla 24 saat

inkiibasyona birakildi.
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3.7. Enzim Eldesi
Cesme suyuyla hazirlanmis NB besi yerinde 24 saat inkiibasyon sonunda
besiyeri 10.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek elde edilen iist sivi enzim

deneylerinde kullanilda.

3.8. a-Amilaz Enzimi Aktivite Tayini

a-Amilaz aktivite tayini Bernfeld (1955) yOntemine gore yapildi. Bu
yonteme gore 100 pl dist s1vi (enzim ¢ozeltisi) ile % 0.5 lik nisasta ¢ozeltisi (0.1 M
Tris-HC1 (pH 7.0) tamponunda ¢oziilerek hazirlandi) 60 °C’de 30 dakika
inkiibasyona birakildi. Bu siire sonunda 400 pl DNS ayract ilave edildi ve renk
reaksiyonunun ger¢eklesmesi icin 5 dakika kaynar su banyosunda bekletildi. DNS,
yiiksek sicaklikta indirgen seker uclariyla tepkimeye girerek renk olusmasini saglar.
Daha sonra 3 ml saf su ile seyreltme yapildi ve 489 nm’de spektrofotometrik 6lgiim
yapildi.

Bernfeld Reaktifinin Hazirlanisi

Bir beherde 20 g 3,5 dinitro salisilik asit (DNS) 400 ml saf su igerisinde
¢Oziindii. Diger bir beherde 32 g NaOH 300 ml saf suda ¢6ziinerek yavas yavas 3,5
dinitro salisik (DNS) asit lizerine eklendi. Bir siire sicak su banyosunda bekletildi.
Daha sonra karigima 600 g Na-K tartarat azar azar eklendi. Hacim saf su ile 2000
ml’ye tamamlanarak o-amilaz enzim aktivite tayininde reaksiyon durdurucu olarak

kullanild:'.
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3.9. Enzim Uretimi Uzerine Degisik Inkiibasyon Siirelerinin
Arastirilmasi

100 ml’lik erlenlerde 25 ml siv1 besiyerleri (pH 7.5) hazirlanarak her birine
1000 pl bakteri ekimi yapildi ve bakterinin tiredigi optimum sicaklik olan 60 °C’de
inkiibasyona birakildi. Daha sonra 3-72. saatleri sonunda Bernfeld (1955) yontemine

gore a-amilaz aktivite tayini yapildi.

3.10. Enzim Aktivitesi Uzerine pH’nin Etkisi

Enzim olarak NB besiyerinden elde edilen ham ekstrakt ve Amonyum Siilfat
coktiirmesi ve diyaliz teknigi kullanilarak kismi saflastrma ile elde edilen enzim
coOzeltisi ayr1 ayr1 kullanildi. Substrat olarak kullanilan ¢6ziinebilir nisasta % 0.5’lik
olacak sekilde sirasiyla 0.1 M sitrik asit (pH 4.0- 5.5 ), 0.1 M sodyum fosfat (pH 6.0
ve 6.5), 0.1 M Tris-HCl (pH 7.0-9.0), 0.1 M glisin-NaOH (pH 9.5-11.0)
tamponlarinda ayri1 ayr1 hazirlandi. Daha sonra Bernfeld yontemine gore enzimin
aktivite tayini yapildi. En yiiksek absorbans degerinin elde edildigi pH degeri 100
kabul edilerek diger pH degerleri buna gore oranlandi ve rélatif enzim aktivitesi

saptandr’.

3.11. Enzim Aktivitesi Uzerine Sicakhgmn Etkisi

Enzim kaynagi olarak NB besiyerinden elde edilen ham ekstrakt ve
Amonyum Silfat c¢oktiirmesi ve diyaliz teknigi kullanilarak kismi olarak
saflagtirilmis enzim ¢6zeltisi kullanildi. Daha sonra 30 °C-90 °C araliginda Bernfeld

yontemine gore enzim aktivite tayinine bakildi. En yiiksek absorbans degerinin elde
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edildigi sicaklik degeri 100 kabul edilerek diger sicaklik degerleri buna gore

oranland1 ve rolatif enzim aktivitesi saptandr’.

3.12. Enzim Uretimi Uzerine Degisik Besiyerlerinin Etkisi

Enzim {iretimi {lizerine degisik besiyerlerinin etkisinin arastirilmasi igin
bakteri NB1, NB2, BM1, BM2, BM3, LB ve NB+%2 c¢oziinebilir Nisasta
besiyerlerinde iiretildi. 18 saatlik inkiibasyon sonrasi besiyerleri 10 000 rpm’de 5

dakika santrifiij edildi ve a-amilaz aktivite tayini yapild.

3.13. Enzim Uretimi Uzerine Azot Kaynaklarinin Etkisinin Arastiriimasi
NB sivibesiyerine besiyeri hacminin % 1’ini olusturacak sekilde azot
kaynaklarindan, tripton, beef ekstrakt, yeast ekstrakt, pepton, lire, amonyum stilfat,
amonyum kloriir ve kazein eklendikten sonra otoklavlandi. Daha sonra ekim yapilip
18 saat inkiibasyona birakilan 6rneklerin iist sivisindan Bernfeld yontemine gore -

amilaz aktivitesine bakildi.

3.14. Enzim Uretimi Uzerine Karbon Kaynaklarimin Etkisinin
Arastirilmasi

Karbon kaynagi olarak NB sivi besiyerinin % 0.5 ve % 1’ini olusturacak
sekilde iki ayr1 konsantrasyonda karbon kaynaklarindan, glukoz, galaktoz, maltoz,
laktoz, fruktoz, siikroz ve gliserol tartilarak 30 dakika UV’ye tutuldu. Daha sonra,
hazirlanip otoklavlanan NB besiyerine karbon kaynaklari, steril kabinde alevin
yaninda teker teker eklendi ve ekim yapildi. 18 saat inkiibasyona birakilan

orneklerin st sivisindan Bernfeld yontemine gore a-amilaz aktivitesine bakildi.
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3.15. Enzim Uretimi Uzerine Nisastalarin Etkisinin Arastirilmasi

Enzim iiretimine nisastalari etkisini saptamak i¢in NB besiyerine % 0.5 ve
% 1 oraninda ¢6zilinebilir nisasta, patates nisastasi, bugday nisastasi ve misir nisastasi
eklenerek otoklavlandi. Daha sonra ekim yapilip 18 saat inkiibasyona birakilan

orneklerin st sivisindan Bernfeld yontemine gore a-amilaz aktivitesine bakilda.

3.16. Enzim Uretimi Uzerine CaCl,’nin EtKisinin Arastirilmasi

Enzim iiretimi {izerine kalsiyumun etkisin arastirmak i¢in saf suyla hazirlanan
NB besi yerlerine toplam hacimde 10 mM, 20 mM, 40 mM, 100 mM, 200 Mm ve
300mM olacak sekilde CaCl, eklenerek otoklavlandi. Daha sonra ekim yapilip 18

saat inkiibasyon sonrasi 6rneklerin iist sivist alinarak o-amilaz aktivite tayini yapildi.

3.17. Protein Miktar Tayini

Protein miktar taiyini Lowry yontemi baz alinarak yap11d13. Tiiplere 450 pl
saf su, 50 ul enzim ¢ozeltesi ve 5 ml alkalin ¢ozeltisi eklendi ve 40 °C’de 15 dakika
bekletildi. Daha sonra tiiplerin her birine 1:1 oraninda seyreltilmis FCR (Folin
reaktifi) ilave edilerek 30 dakika karanlikta bekletildikten sonra 660 nm’de
spektrofotometrik 6lctim yapildi. Konsantrasyonunu bilmedigimiz 6rneklerin protein
miktarini hesaplamak i¢cin Bovin Serum Albumin’den (BSA) bir seri standart ¢ozelti
hazirlandi (1mg/ml). Orneklerin protein miktar1 BSA egrisi standart almarak
hesaplanda.

Alkalin Cozeltisinin Hazirlanisi

Alkalin ¢ozeltisi hazirlamak icin, % 4 Na,COs3, % 4 Na-K tartarat ve % 2

CuSO45H,0 ayr1 ayr1 hazirlandi.  Bir beherde 100 ml % 4 oraninda Na,CO3
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hazirlandi. Daha sonra % 4’liikk Na,CO3 ve % 2’lik CuSO45H,0’dan 1’er ml
eklenerek karistiricida karigsmalar: saglandi.  Alkalin ¢ozeltisi protein miktar tayini

icin kullanildi.

3.18. Enzimin Kismi Olarak Saflastirilmasi

Coktiirme ve diyaliz i¢in NB s1v1 besiyeri (pH 7.5) hazirlanarak otoklavlanda.
Sonra ekim yapilarak bakterinin {iredigi optimum sicaklikta (60 °C) inkiibasyona
birakildi. 18 saat inkiibasyon sonrasi besiyeri 10. 000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edilerek bakteriler kiiltiirden uzaklastirildi ve iist sivi temiz bir behere aktarildi.
Daha sonra sirasiyla % 75, % 80 ve % 90’lik amonyum siilfat ¢oktiirmeleri denendi
ve karistiricidda +4 °C’de 1 gece bekletildi. Soguk ¢oktiirme ortamindan alinan
ornekler +4 °C’ de 15.000 rpm’ de 20 dakika santrifiij edilerek ¢oktiiriildii. Dipte
toplanan enzim c¢okeltisi 0.1 M Tris-HCI1 (pH 7.0) tamponunda ¢o6ziildii ve elde
edilen hacim belirlendi. Daha sonra % 20’lik etil alkolde 30 dk. kaynatilan ve saf su
ile tekrar kaynatilarak temizlenen diyaliz hortumu igerisine c¢oktiirme sonrasi elde
edilen sivilar ayr1 ayr1 birakildi. Diyaliz hortumu icerisindeki Ornekler 0.1 M Tris-
HCI (pH 7.0) tamponunda tuzdan arindirmak amaciyla +4 °C’de magnetik karistiric
iizerinde 1 gece inkiibasyona birakildi. Diyaliz islemi sonunda elde edilen hacimler
tek tek olgiildii. Elde edilen sivi ependorflara birakilarak -20 °C’ de saklandi.
Diyaliz 6ncesi ve diyaliz sonras1 Lowry yontemine gore protein miktar tayini ve
amilaz aktiviteleri ayr1 ayr1 6l¢iildii. Tiim karakterizasyon islemleri % 80 amonyum

siilfat ¢oktiirmesi ve sonrasinda diyaliz yapilan 6rnekler kullanilarak gerceklestirildi.
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3.19. Enzim Aktivitesi Uzerine Bazi Kimyasal Maddelerin Etkisi

Kismi olarak saflagtirilan enzimde bazi kimyasal inhibitorlerin etkisini
arastirmak i¢in inhibitér madde olarak PMSF (1-10 mM), N-ethylmaleimide (1-10
mM), Todoacetamide (1-10 mM), B-Merkaptoetanol (1-10 mM), DTT (1 -10 mM),
PCMB (0.25-4 mM) ve iire (0.1-2 M) kullanildi. Bu inhibitérlerden PMSF ve N-
ethylmaleimide etanolde (Ayrica bu maddeler etanolda hazirlandig1 i¢in ayni
orandaki etanolun enzim aktivitesine olan etkisi arastirildi), lodoacetamide, B-
Merkaptoetanol, DTT, PCMB ve iire 0.1 M Tris-HCl (pH 7.0) tamponunda
hazirland1.

Deney tiiplerine 50 pl enzim ve uygun konsantrasyonlarda inhibitdr madde
ilave edilerek 15 dakika inkiibasyona brrakildi. inkiibasyon isleminden sonra

Bernfeld yontemine gore aktivite tayini gergeklestirildi.

3.20. Enzim Aktivitesi Uzerine Bazi Metal ve Selator Maddelerin EtKisi

Kismi olarak saflastirilan enzimde bazi metallerin enzim aktivitesine etkisini
arastrmak i¢in, EDTA ( 1-20 mM ), 1,10-phenantroline (1-10 mM), CaCl, (1-10
mM), CuClL, (0.05-1 mM ), ZnCl, (0.05-2 mM) ve MgCl, (1-10 mM) kullanildi.
1,10-phenanthroline metanolde (Ayrica 1,10-phenanthroline metanolda hazirlandigi
icin ayni orandki metanolun enzim aktivitesine olan etkisi arastirildi), diger metaller
ve EDTA 0.1 M Tris-HCI (pH 7.0) tamponunda hazirlandi.

Deney tiiplerine 50 pl enzim ve uygun konsantrasyonlarda metal maddeleri
ilave edilerek 15 dakika inkiibasyona birakildi. inkiibasyon isleminden sonra

Bernfeld yontemine gore a-amilaz aktivite tayini gergeklestirildi.
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3.21. Enzim Aktivitesi Uzerine Bazi Deterjanlarin Etkisi

Kismi olarak saflastirilan enzimin aktivitesi lizerine bazi1 deterjanlarmn etkisini
arastirmak i¢in % 0.5 oraninda SDS, Tween-40, TritonX-100 ve igeriginde enzim
ihtiva etmeyen ticari olarak temin edilen BINGO kullanildi. Bu deterjanlar 0.1 M
Tris-HCI (pH 7.0) tamponunda hazirlandi. Deney tiiplerine 50 pl enzim ve uygun
konsantrasyonlarda deterjan maddeleri ilave edilerek 15 dakika inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon isleminden sonra Bernfeld yontemine gore aktivite tayini

gerceklestirildi.

3.22. Enzimin Kinetik Parametrelerinin Hesaplanmasi
Km ve Vmax kinetik parametrelerinin arastirilmasi icin 0.1 M Tris-HCI (pH 7.0)
tamponunda % 0.5, % 1, % 2 ve % 3 oranlarinda ¢6zilinebilir nisasta hazirland:.
Deney tiiplerine kismi olarak saflastirilan 50pul enzim soliisyonu ve hazirlanan
konsantrasyonlardaki 2001 nisasta soliisyonu karistirilarak optimum aktivitenin elde
edildigi sicaklikta 30 dakika siireyle inkiibasyon gerceklestirildi ve Bernfeld
yontemine gore aktivite tayini yapildi. Km ve Vmax degerleri Lineweaver—Burk

plot’a gore hesapland:”.

3.23. Enzimin Sicakhik Stabilitesinin Saptanmasi

Kismi saflastirma ile elde edilen a-amilaz enziminin sicaklik stabilitesinin
(termal stabilite) saptanmasi igin 45 °C, 50 °C ve 55 °C sicaklik degerlerinde sadece
enzim kullanilarak 20-120 dakika aralifinda on inkiibasyon islemi gergeklestirildi.
On inkiibasyon isleminden sonra 50 pl enzim ve 200 pl substrat karisimi kalan enzim

aktivitesini saptamak i¢in enzimin aktivite gosterdigi optimum sicaklikta 30 dakika
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inkiibasyona birakildi. On inkiibasyon yapilmadan hazirlanmis enzim+substrat
karisimi baglangic enzim aktivitesinin saptanmasi i¢in optimum aktivitenin elde
edildigi sicalikta analiz edildi ve spektrofotometrede elde edilen deger 100 olarak
(orijinal aktivte) kabul edildi. On inkiibasyon sonucu elde edilen degerler (kalan
enzim aktivtesi), orijinal aktivite ile karsilastirilarak kalan rolatif enzim aktivitesi

bulundu®.

3.24. Gliserol ve Sorbitolun Enzimin Sicaklik (Termal) Stabilitesine Olan
Etkisinin Arastirilmasi

Enzimin termal stabilitesini arttirmaya yonelik caligmalarda, gliserol ve
sorbitolden hangisinin ve hangi konsantrasyonda kullanilacaginin saptanmasi i¢in
gliserol ve sorbitol, enzim karigiminda % 1, % 2, % 5, % 10, % 20, % 30 ve % 40
olacak sekilde ayri ayri enzimle beraber 60 °C’de 30 dakika 6n inkiibasyona
birakildi. Daha sonra kalan enzim aktivitesini hesaplanmasi i¢in  a-amilaz
aktivitesine bakildi. Kalan aktivitenin hesaplanmasi amaciyla Analiz sonuglari

orjinal enzim aktivitesiyle karsilastirildi.

3.25. Gliserolun Enzimin Sicakhk Stabilitesi Uzerine Koruyucu Etkisinin
Arastirilmasi

Enzimin termal stabilitesini arttirmak i¢in 55 °C, 60 °C ve 65 °C sicaklik
degerlerinde enzim ve % 30 oranindaki gliserol karisimina 20, 40, 60, 80, 100 ve 120
dakikalik &n inkiibasyon islemi gerceklestirildi. On inkiibasyon isleminden sonra
enzim+gliserol karistmma 200 pl substrat eklendi ve kalan enzim aktivitesini

saptamak i¢in enzim aktivite tayini gerceklestirildi.
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3.26. Elektroforez
3.26.1. Nondenatiire Poliakrilamid Jel Elektroforezi’
Cozeltiler:

% 30 akrilamid / % 0,8 bis akrilamid : 30 g akrilamid, 0,8 g bis akrilamid saf

su ile 100 mI’ye tamamland1 ve filtre edilerek koyu renkli sisede 4 °C ‘de sakland:.

1.5 M Tris.HCI pH 8.8: 54,45 g Tris-base 150 ml’ye tamamlandi, 1IN HCl ile pH

8.8’e ayarlandi, hacim saf su ile 300 ml ‘ye tamamlanarak filtre edildi ve 4 °C‘de
saklandu.

0.5 M Tris. HC1 pH 6.8: 6 g Tris-base 60 ml saf suda ¢6ziindii, 1N HCI ile pH

6,8’e getirildi, hacim saf su ile 100 ml’ye tamamlanarak filtre edildi ve 4 °C’de
saklandu.

% 10’luk APS (amonyum per siilfat) : 0,1 g APS saf su ile 1 ml’ye tamamlandi.

Taze olarak hazirlanmalidir.

Elektroforez tamponu: 3 g Tris, 14,4 g glisin, 0.1 g SDS, 1000 ml saf su ilave

edilerek hazirland1 ve 4 °C’de sakland..

Iz boya (6rnek boya) : 7 ml 0,1M Tris. HCI pH 6.8 , 3,6 ml gliserol, 1,2 mg BFB

ile 10 ml saf su ilave edildi. 1’er ml olacak sekilde, ependorflara kondu ve -70 °C’de
saklandu.
% 10’luk SDS: 0,1 g SDS saf su ile 1 ml’ye tamamlandi.

% 3’liik nisasta: 0.3g nisasta 0,1 M Tris. HCI pH 8 ile 10 ml’ye tamamlandi.

Iyot soliisyonu: 14 mM KI ve 10m M 1, saf su ile 50 ml’ye tamamland.

3.26.2. Jelin Hazirlanmasi
Calismalarimizda % 10° luk jel kullanildi. Ayirma jeli i¢in, 3,3 ml akrilamid

/ bis akrilamid, 1,35 ml 0,1 M Tris. HCI (pH 8.8), 4,8 ml saf su, 75 pl % 10 ‘luk APS

57



(Amonyum per stlfat), 7.5ul % 10’luk SDS, 660 pul % 3’ liik nisasta ve 10 pl
TEMED’ den olusan ayirma jeli buz igerisinde ve stirekli magnetik karistirict ile
karistirilarak hazirlandi.

Konsantrasyon jeli i¢in, 520ul akrilamid/bis akrilamid, 1 ml 0,1 M Tris. HC1
(pH 6.8) , 20 ul % 10 ‘luk APS, 4ul TEMED, 4ul % 10’luk SDS ve 2.44 ml saf
sudan olusan karisim hazirlandi. Islemler buz icersinde ve karistirilarak yapildi.

Iki cam levha arasma 6 cm yiikseklikte ayirma jeli dokiildii, {izerine pastdr
pipetiyle, su ile doyurulmus izopropanol konarak hava ile temasmin kesilmesi
saglandi. Oda 1sisinda 30-60 dakika polimerizasyon gerceklesti. Polimerizasyon
gerceklestikten sonra izopropanol distile su ile yikandi. Kuyucuklarin olusmasi i¢in
tarak yerlestirilerek konsantrasyon jeli dokiildi. Hava ile temasini kesmek igin,

iizerine izopropanol ilave edildi.

3.26.3. Elektroforez islemi

Standart protein olarak, ticari alfa-amilaz (0,005 g/ml)’dan 15 pl alind1. Farkh
ependorflar icerisine konulup iizerlerine 15°er pl iz boya eklendi. Elektroforez
yapilacag1 zaman jelin lizerindeki su alindi. Coktiirme ile diyaliz islemlerinden sonra
elde edilen sivilardan 50 pl numuneden alinarak her biri farkli ependorflara
konularak tizerlerine 20 pl iz boya, eklendi. Numunelerin +4 °C’de 10.000 rpm’de
10 dakikalik santrifiijden sonra {ist sivilardaki enzim ¢6zeltisinden (Sirasiyla NB besi
yerinden elde edilen enzim soliisyonu, % 1’lik nigastalardan ¢oziinebilir nisasta ve
patates nisastasi, azot kaynaklarindan % 1’°lik pepton) 40 pl numuneden alindi ve her
biri farkli ependorflara konularak iizerlerine 15 pl iz boya, eklendi. Ornekler

kuyucuklara sirasiyla konuldu. 1.00 mm’lik jele 250V (40 mA) akim verildi,
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yaklasik 2 saat sonra elektroforez islemi tamamlandi. Camlar arasindaki jel
cikarildiktan sonra, 1 saat 0.1 M Tris. HCI (pH 7)’ de bekletildi. Sonra tampon
cozeltisi dokiiliip nisastali jel {izerine iyot soliisyonu eklenip yarim saat sonra

incelemeye alindr’.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. BULGULAR

4.1.1. Degisik Inkiibasyon Siirelerinin Enzim Uretimi Uzerine EtKisi

3-72. saatlerde Kkiiltiire alnan bakterilerde zamana bagli enzim iiretimi
arastirilmugtir.  Inkiibasyon siirelerinden sonra elde edilen iist siv1 ile bakteri OD
(optik density)’si Ol¢iiliip hem a-amilaz aktivite tayini hem de protein miktar tayini
yapilarak spesifik aktivite (U/mg) tespit edilmistir. Enzim aktivitesinin 3.saaten
itibaren 12.saate kadar arttig1, ancak 12- 24 saatler arasinda goreceli bir degisiklik
olmadig1 gézlenmistir. 24. saatten sonra enzim aktivitesinde diisiis tespit edilmistir.
Maksimum enzim aktivitesi 12—24. saatler arasinda elde edilmistir. Enzimin spesifik
aktivite degerleri 3,12,18,24 saatlerinde sirasiyla 373,5 U/mg, 1808,8 U/mg,
1834,4U/mg, 1874,8 U/mg olarak tespit edilmistir. Bakteri OD’sinde ise 24. saate
kadar bir artig gozlenirken 24. saatten sonra goreceli bir degisiklik gozlenmemistir

(Sekil 4.1).

4.1.2. Enzim Aktivitesi Uzerine pH’nin EtKkisi

Anoxybacillus sp. AH1 e ait a-amilazin optimum pH degerinin saptanmasi
icin sirasiyla 0.1 M sitrik asit (pH 4.0-5.5), 0.1 M sodyum fosfat (pH 6.0 ve 6.5), 0.1
M Tris-HCI (pH 7.0-9.0 ) ve 0.1 M glisin-NaOH (pH 9.5-11.0 ) olmak iizere ii¢ ayr1
tampon sistemi kullanilmistir. oa-amilaz aktivitesi tizerine pH’nin etkisi hem ham
ekstraktta hemde kismi saflastirma ile elde edilen enzim soliisyonunda test edilmistir.
Enzimin aktivite gosterdigi optimum pH degeri 7.0 olarak tespit edilmistir (Sekil

4.2).
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4.1.3. Enzim Aktivitesi Uzerine Sicakhgin Etkisi

a-Amilaz aktivitesi lizerine sicakligin etkisi hem ham ekstrakt hemde kismi
olarak saflastirilan enzim soliisyonlarinda arastirilmistir. Ust sivi (supernatant)’da ve
kismi saflastirilan enzim soliisyonlarinda 30°C ile 90 °C araligi test edilmistir.
Enzimin aktivite gdsterdigi optimum sicaklik degeri 60 °C olarak tespit edilmistir

(Sekil 4.3).

4.1.4. Enzim Uretimi Uzerine Degisik Besiyerlerinin Etkisi
Enzim tretimi {lizerine degisik besiyerlerinin etkisinin arastirilmasi i¢in baktersi,
igerikleri farkli NB1, NB2, BM1, BM2, BM3, NB+%?2 ¢0ziinebilir nisasta ve LB
besiyerlerinde iiretilip 18 saatlik inkiibasyon sonrasi besiyerleri santrifiij edilerek {ist
sivida a-amilaz aktivite tayini yapilmistir. Analiz sonuglarina gore a-amilaz aktivite
siralamas1 NB1 > BM2 > NB+ % 2 nisasta > BM3 > LB > NB2 > BMI1 seklinde

oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.4).

4.1.5. Enzim Uretimi Uzerine Azot Kaynaklarinin Etkisi

NB besiyerlerine % 1 oraninda azot kaynaklarindan tripton, beef ekstrakt,
yeast ekstrakt, pepton, iire, amonyum siilfat, amonyum kloriir ve kazein eklenmis ve
18 saat inkiibasyon sonrasi besiyerleri santrifiij edilerek iist sivida a-amilaz aktivite
tayinine bakilmistir. Kontrolle (1677,3 U/mg) karsilastirildiginda, peptonda (2054,1
U/mg) ve beef ekstraktta (1716,3 U/mg) daha yiiksek aktivite tespit edilmistir.
Tripton (346,3 U/mg), yeast ekstrakt (899,3 U/mg), lire (827,8), amonyum siilfat
(456,3 U/mg), amonyum kloriir (841,4 U/mg) ve kazeinde (1001 U/mg) ise kontrole

gore daha diisiik bir aktivite elde edilmistir (Sekil 4.5). En yiliksek aktivite pepton
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(2054,1 U/mg), en diisiik aktivite ise tripton (346,3 U/mg) kaynaklarinda elde

edilmistir.

4.1.6. Enzim Uretimi Uzerine Karbon Kaynaklarinin Etkisi

Karbon kaynaklar1 olarak NB besiyerlerine %0.5 ve %1 oraninda glukoz,
galaktoz, maltoz, laktoz, fruktoz, siikroz ve gliserol eklenerek inkiibasyon sonrasi a-
amilaz aktivite tayini yapilmistir. Kontrolle karsilastirildigr zaman % 1’lik karbon
kaynaklarmin hepsinde daha diisiik aktivite elde edilmistir. Bununla beraber % 0.5
oranindaki karbon kaynaklarinda kontrole (1582.3 U/mg) gore, maltoz (1862.9
U/mg) glukoz (1727.9 U/mg), ve laktozda (1662.1 U/mg) enzim aktivitesinde bir
artiy gozlenmistir. Diger % 0.5’lik karbon kaynaklarinda kontrole goére enzim
aktivitesinde diisiis goriilmiistiir. En diisiik aktivite ise 125,8 U/mg degeri ile

gliserolde elde edilmistir (Sekil 4.6).

4.1.7. Enzim Uretimi Uzerine Nisastalarin Etkisi

NB besiyerlerine % 0.5 ve % 1 konsantrasyonlarinda ¢oziinebilir nisasta,
patates nisastasi, misir nisastasi ve bugday nisastasi eklenerek inkiibasyon sonrasinda
iist sivida a-amilaz aktivite tayini gerceklestirilmistir. % 0.5’lik nisastalardan sadece
patates nisastasinda (2668,4 U/mg) kontrolle (1461,6 U/mg) karsilastirildiginda
enzim aktivitesinde yiiksek bir artig goriilmiistiir. Bugday ve misir nigastalarinda ise
enzimin aktivitesinin azaldig1 saptanmistir. %1°lik nisastalardan ¢6zilinebilir nisasta
(2051,9 U/mg) ve patates nisastalarinda (3627 U/mg) kontrole (1461,6 U/mg) gore
enzim aktivitesinde yiiksek bir artis gozlenmis olup %1’lik misir ve bugday

nisastalarinda ise aktivite gézlenmemistir (Sekil 4.7).
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4.1.8. Enzim Uretimi Uzerine CaCl,’nin EtKkisi

Saf suyla hazirlanmig NB besiyerlerine toplam hacimde 10 mM, 20 mM, 40
mM, 100 mM, 200 mM ve 300 mM olacak sekilde CaCl, eklenerek inkiibasyon
sonrasi a-amilaz aktivite tayini yapilmistir. 10 mM, 20 mM, 40 mM ve 100 mM’
daki konsantrasyonlarda kontrole oranla enzim aktivitesinde artig gozlenmistir. En
yiiksek enzim aktivitesi 20 mM (2360,6 U/mg), en diisiik ise 300 mM (101,3 U/mg)

konsantrasyonlarinda elde edilmistir (Sekil 4.8).

4.1.9. Enzimin Kismi Olarak Saflastirilmasi

Coktirme ve diyaliz i¢gin NB sivibesiyeri (pH 7.5) hazirlanarak
otoklavlanmistir. Daha sonra ekim yapilarak bakterinin iiredigi optimum sicaklikta
(60 °C) inkiibasyona birakilmistir. 18 saat inkiibasyon sonrasi besi yeri 10. 000 rpm’
de 5 dakika santrifiij edilerek bakteriler kiiltiirden uzaklastirilmis ve st sivi temiz bir
behere aktarilmistir. Daha sonra % 80’lik amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapilmis ve
karistiricida +4 °C’ de 1 gece bekletilmistir. Soguk ¢Oktiirme ortamindan alinan
ornekler +4 °C> de 15.000 rpm’ de 20 dakika santriflij edilerek ¢Oktiirtilmiistiir.
Dipte toplanan enzim ¢okeltisi 0.1 M Tris-HCI (pH 7.0) tamponunda ¢6ziilmiis ve
elde edilen hacim belirlenmistir. Daha sonra % 20’lik etil alkolde 30 dk. kaynatilan
ve saf su ile tekrar kaynatilarak temizlenen diyaliz hortumu igerisine ¢Oktiirme
sonrasi elde edilen sivilar birakilmistir. Diyaliz hortumu igerisindeki 6rnekler 0.1 M
Tris-HCI (pH 7.0) tamponunda tuzdan arindirmak amaci ile +4 °C’ de magnetik
karigtiric1 lizerinde 1 gece inkiibasyona birakilmistir. Diyaliz islemi sonunda elde
edilen hacimler 6l¢lilmiis, diyaliz 6ncesi ve diyaliz sonras1 Lowry yontemine gore

protein miktar tayini ve amilaz aktiviteleri belirlenmistir. Tiim karakterizasyon
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islemleri % 80 amonyum siilfat ¢coktiirmesi ve sonrasinda diyaliz yapilan 6rnekler
kullanilarak gergeklestirilmistir. Ham ekstraktta enzimin 1mg’daki spesifik aktivite
degeri 1539 u/mg, verim % 100, saflastirma katsayis1 1 iken diyaliz sonrasinda
spesifik aktivite 6937 U/mg, verim % 30.4 ve saflastirma katsayisi 4.5 olarak tespit

edilmistir (Cizelge 4.1).

4.1.10. Enzim Aktivitesi Uzerine Baz1 Kimyasal Maddelerin Etkisi

Anoxybacillus sp. AH1 NB besiyerinde iiretilerek 18. saatte besiyeri 10.000
rpm’de 5 dakika santrifiijlenmistir. Elde edilen iist siv1 (slipernatant) enzim aktivite
tayininde kullanilmak {izere ¢coktiirme ve diyaliz islemlerine tabi tutulmustur. Kismi
olarak saflastirilan enzimde bazi kimyasal maddelerin etkisinin arastirilmasi amaci
ile DTT, B-mercaptoethanol, PMSF, PCMB, N-ethylmaleimide ve lodoacetamide
maddelerinden 1-10 mM, PCMB’den 0,25-4 mM ve iireden 0.1-2 M arasindaki
konsantrasyonlar kullanilmistir.  Belirlenen konsantrasyonlardaki kimyasallar ve
enzim soliisyonu 15 dakika muamele edilmistir.

Analiz sonuglarinin kontrol ile karsilastirilmast sonucunda DTT ve pB-
mercaptoethanol’un enzim aktivitesini olduk¢a fazla arttirdiklar1 saptanmistir. 10
mM’da DTT’nin enzim aktivitesini % 106, B-mercaptoethanol’un ise % 64 oraninda
arttirdig1 tespit edilmistir.  PCMB (p-Chloromercuribenzoic acid) ve PMSF
(Phenylmethylsulfonyl fluoride)’nin enzim aktivisi lizerinde gii¢clii bir sekilde
inhibisyon etkisi olusturduklar1 saptanmistir. 4 mM’da PCMB ve PMSF’nin enzim
aktivitesini sirastyla % 52 ve % 60 oranlarinda inhibe ettikleri tespit edilmistir. N-

ethylmaleimide ve iodoacetamide’nin enzim aktivitesini az miktarda etkiledikleri
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bulunmustur. 1 mM’da inhibisyon oranlar1 sirasiyla % 11 ve % 19 olarak saptanmis
olup diger konsantrasyonlarda bir etki gozlenmemistir (Cizelge 4.2).

Ure enzim aktivitesinde giiclii bir sekilde inhibisyona neden olmustur. 2 M
ire varliginda enzim aktivitesinin % 91 oraninda inhibisyona ugradigi tespit

edilmistir (Sekil 4.9).

4.1.11. Enzim Aktivitesi Uzerine Baz1 Metallerin ve Metal Selatorlerin
Etkisi

Kismi olarak saflastirilan enzimde bazi metal ve metal selatorlerin etkisini
saptamak i¢cin CaCl, ve MgCl, maddelerinden 1-8 mM, CuCl, den 0.05-1 mM,
ZnCly’den 0.05-2 mM, EDTA’dan 1-10 mM, 1-10 phenathroline’den 1-10 mM
kullanilmistir. Enzim soliisyonu bu maddelerle 15 dakika inkiibasyona birakilmistir.
Analiz sonuglarmin kontrol ile karsilastirilmasi sonucunda CaCl, ve MgCl,’ nin
enzim aktivitesinde artisa yol agtig1 goriilmiistiir. 8 mM CaCl, enzim aktivitesinin %
70, 8 mM MgCl, ise enzim aktivitesinin % 41 oraninda artmasma yol agcmigslardir.
CuCl, ve ZnCl, enzim aktivitesini giiglii bir sekilde inhibe etmislerdir. CuCl, 0.5
mM’da enzim aktivitesini % 76 oraninda inhibe ederken, 1 mM’da enzimi tiimiiyle
inhibe etmistir. ZnCl, ise enzim aktivitesini 0.5 mM’da % 85, 1 mM’da % 93
oraninda inhibe ederken, 2 mM’da enzim aktivitesini tiimiiyle inhibisyona
ugratmistir. Metal selatorleri olan EDTA ve 1,10-phenanthroline enzim aktivitesi
iizerinde inhibisyon etkisi gostermistir. 10 mM EDTA enzimi % 63, 10 mM 1,10-

phenanthroline ise % 22 oraninda inhibe etmistir (Cizelge 4.3).
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4.1.12. Enzim Aktivitesi Uzerine Bazi Deterjanlarin Etkisi

Kismi olarak saflastirilan enzimde bazi deterjanlarin etkisini saptamak
amaciyla % 0.5 oraninda deterjan ¢ozeltileri ile enzim ¢6zeltisi 15 dk. inkiibasyona
birakilmis ve daha sonra a-amilaz aktivite tayini yapilmistir. Deterjan olarak SDS,
Tween-40, TritonX-100 ve igeriginde enzim bulunmayan ticari Bingo kullanilmistir.
Analiz sonucglarinin orijinal enzim aktivitesiyle karsilastirilmasi sonucunda enzim
aktivitesini, SDS’nin % 28, Tween-40" m % 38, Triton X-100’ iin % 26 ve Bingonun

% 5 oraninda arttirdiklar tespit edilmistir (Sekil 4.10).

4.1.13. Enzimin Kinetik Parametrelerinin Hesaplanmasi

Km ve Vmax kinetik parametreleri i¢in 0.1 M Tris-HCI (pH 7.0) tamponunda
% 0.5, % 1, % 2 ve % 3 oranlarinda ¢6ziinebilir nisasta hazirlanmistir. Bu oranlarda
hazirlanan nigastalar a-amilaz aktivite tayinininde substrat olarak kullanilmis ve Km
ve Vmax degerleri Lineweaver—Burk plot’a gore hesaplanmistir. Bu hesaplamalar
gore a-amilazm Km degeri 0.102 mM, Vmax degeri de 0.929 pmol/dk. olarak

bulunmustur (Sekil 4.11).

4.1.14. Enzimin Sicakhk Stabilitesinin Saptanmasi

Kismi saflagtirma ile elde edilen o-amilazin sicaklik stabilitesinin (termal
stabilite) saptanmasi igin 45 °C, 50 °C ve 55 °C sicaklik degerlerinde sadece enzim
kullanilarak 20, 40, 60, 80, 100 ve 120 dakikalik ©n inkiibasyon islemi
gerceklestirilmistir. Daha sonra kalan enzim aktivitesinin saptanmasi i¢in enzimin
aktivite gosterdigi optimum sicaklikta (60 °C) aktivite tayini yapilmustir. Analiz

sonuclarinin kontrol ile karsilastirilmasi sonucunda kalan enzim aktiviteleri
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hesaplanmustir. Buna gore 45 °C’de 120 dakika sonunda kalan enzim aktivitesi % 97
olarak saptanmustir. 50 °C’de 20. dakikaya kadar kalan enzim aktivitesi % 99 olarak
hesaplanirken bu zamandan sonra enzim aktivitesinde bir diisiis gozlenmeye
baslanmistir. 40. dakikada bu deger % 90, 60. dakikada % 78, 80. dakikada % 74,
100. dakikada % 65 ve 120. dakikada % 52 olarak tespit edilmistir. 55 °C’ de ise
kalan enzim aktivitesi 20. dakikada % 26 ve 120. dakikada ise % 6 olarak

saptanmistir (Sekil 4.12).

4.1.15. Gliserol ve Sorbitolun Enzimin Sicakhik (Termal) Stabilitesine
Olan Etkisi

Enzimin termal stabilitesini arttirmaya yonelik calismalarda, gliserol ve
sorbitolden hangisinin ve hangi konsantrasyonda kullanilacaginin saptanmasi icin
gliserol ve sorbitol, enzim karisiminda % 1, % 2, % 5, % 10, % 20, % 30 ve % 40
konsantrasyonlarda olacak sekilde enzimle beraber 60 °C’ de 30 dakika 6n
inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra kalan enzim aktivitesini hesaplanmasi icin o-
amilaz aktivitesine bakilmistir. Analiz sonuclarmin kontrol ile karsilastirilmasi
sonucunda kalan enzim aktiviteleri hesaplanmistir. Kontrolle karsilastirildiginda, %
30 ve % 40 oranlarindaki gliserolde sirasiyla kalan enzim aktivitesi % 110 ve % 112
olarak saptanmis olup diger konsantrasyonlarda kontrolden daha diisiik degerler elde
edilmistir. % 30 ve % 40 sorbitolde kalan enzim aktivitesi sirasiyla % 86 ve % 112
olarak hesaplanmistir. Diger konsnatrasyonlarda kontrolden daha diisiik degerler

elde edilmistir (Sekil 4.13).
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4.1.16. Gliserolun Enzimin Sicaklik Stabilitesi Uzerine Koruyucu Etkisi

Gliserol ve sorbitolun degisik sicakliklarda ve zaman araliklarinda enzimin
sicaklik stabilitesine olan etkisini saptadiktan sonra % 30 oraninda gliserol enzimle
karistirilarak 55 °C, 60 °C ve 65 °C’deki sicaklik degerlerinde 20, 40, 60, 80, 100 ve
120 dakikalik siirelerle on inkiibasyona birakilmistir. Kalan enzim aktivitesinin
saptanmasi i¢in enzimin aktivite gésterdigi optimum sicaklikta (60 °C) a-amilaz
aktivitesine bakilmistir. Analiz sonuglarmin kontrol ile karsilastirilmasi sonucunda
kalan enzim aktiviteleri hesaplanmistir. Gliserolle muamele edilen enzimde 55 °C’de
120 dakika sonundaki kalan aktivite % 99 olarak saptanmistir. 60 °C’de 40.
dakikada kalan enzim aktivitesi % 99, 120. dakikada ise % 85 olarak saptanmustir.
65 °C’de ise 60 dakika sonunda enzimin tiim aktivitesini kaybettigi tespit edilmistir

(Sekil 4.14).

4.1.17. a-Amilazin Elektroforetik Analizi

a-Amilazin elektroforetik analizi i¢in kuyucuklara sirasiyla standart protein
olarak kullanilan ticari a-amilaz, NB besiyerinden elde edilen enzim soliisyonu,
diyaliz sonras1 enzim soliisyonu, % 1’oranindaki nisastalardan ¢6ziinebilir nisasta ve
patates nisastas1 ve % 1 oranindaki azot kaynaklarindan peptondan elde edilen enzim
soliisyonlar1 yiiklenerek paralel olarak elektroforetik isleme tabi tutulmuslardir.
Sekil 4.15°de elektroforeze tabi tutulan nisastali jelin, elektroforez isleminden sonra
iizerine iyodiir ¢ozeltesi dokiilmiis ve bu islemden sonra koyu menekse rengine
dontistiigii ve ticari a-amilaz ile jele uygulanan 6rneklerin ilerledikleri kuyucuklarda
%3’liik nisastali jelin parcalandig1 goriilmektedir. Bu durum a-amilazin varhigini

gostermektedir. Anoxybacillus sp. AH1’den elde edilen a-amilazin molekiil agirligi,
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58 kDa. olan ticari a-amilazin molekiil agirhigindan daha biiyiik oldugu tespit

edilmistir (Sekil 4.15).
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4.2. TARTISMA

Calismamizda bakterinin 3—72. saatlerdeki inkiibasyon siirelerinde zamana
bagl a-amilaz aktivite tayini yapilmistir. Sekil 4.1°de goriildigi gibi maksimum
enzim Uretimin 12-24. saatlerde tespit edilmistir. Bakteri tiretiminin hizli oldugu
donemde enzim iiretiminin de fazla gorilmiistiir. Bakteri ireme hizinda diisiis
gozlenmesiyle birlikte enzim liretiminde de azalma gozlenmeye baslanmistir. Liu ve
Xu® (2008) logaritmik fazda ortamda yeterince substrat bulunmasmin enzim
dretimini indiikledigini, ortamdaki substratlarin azalmasiyla beraber enzim
iretiminde de azalma oldugunu belirtmislerdir.

Mamo ve ark.' (1999) Bacillus sp. IMD 435’ten maksimum a-amilaz
iiretimini 48. saatte tespit etmislerdir.

Hamilton ve ark.” (1999) Bacillus sp. IMD 435’te maksimum oa-amilaz
aktivitesini 41. saatte elde etmislerdir.

Cordeiro ve ark.’ (2002) c¢oziinebilir nisasta iceren kiiltir ortamimnda
termofilik Bacillus sp. SMIA-2’nin 48. saatte en yiliksek a-amilaz aktivitesi
gosterdigini tespit etmiglerdir.

Goyal ve ark.* (2005) Bacillus sp. 1-3’ten elde ettikleri termostabil a-amilaz
iiretimini 48. saatte en yiiksek degerde belirlemislerdir.

Sajedi ve ark.” (2005) Bacillus sp. KR-8104’te maksimum o-amilaz {iretimini
60-65 saatleri arasinda tespit etmislerdir.

Asgher ve ark.® (2007) patates nisastasi iceren kiiltiir ortaminda termofilik
Bacillus subtilis JS-2004’te maksimum a-amilaz aktivitesini 48. saatte tespit

etmislerdir.
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Matpan’ (2007) Diyadin ( Agr1 ) sicak su kaplicalarindan izole ettigi ve DV3
olarak adlandirdig1 termofilik bakteride maksimum o-amilaz {iretimini 24. saatte
tespit etmistir.

Liu ve ark®. (2008) Bacillus sp. YX-1’de maksimum o-amilaz tiretimini 44.
saatte tespit etmislerdir.

Calismamizda enzimin aktivite gdsterdigi optimum pH degerini bulmak icin
pH 4.0-11.0 araliginda a-amilaz aktivitesi test edilmistir. Sekil 4.2°de goriildiigii gibi
enzimin optimum pH degeri 7.0 olarak tespit edilmistir. Enzim pH 6.0-8.0 araliginda
yiiksek aktivite gosterdiginden dolayr ¢esitli endiistriyel alanlarda kullanilma
potansiyeline sahiptir. Goyal ve ark.* (2005) nisastanin sivilastirilmas: isleminin
genelde pH 7.0 dolaylarinda gerceklestirildigini belirtmiglerdir.

Goyal ve ark.* (2005) Bacillus sp. 1-3’ten kismi olarak saflastirdiklar1 a-
amilazm optimum pH degerini 7.0 olarak tespit etmislerdir.

Shafiei ve ark.” (2010) Nesterenkonia sp. Strain F tarafindan salgilanan o-
amilazm optimum pH degerini 7.5 olarak tespit etmislerdir.

Asgher ve ark.’ (2007) Termofilik Bacillus sp.’de maksimum o-amilaz
aktivitesini pH 8.0°da tespit etmislerdir.

Chakraborty ve ark.* (2000) Bacillus stearothermophilus’den elde ettikleri o-
amilaz enziminin optimum pH degerini 7.0 olarak tespit etmislerdir.

Cordeiro ve ark.’ (2002) Termofilik Bacillus sp. tarafindan iiretilen o-
amilazm aktivite gosterdigi optimum pH degerini 7.5 olarak bulmuslardir.

Matpan’ (2007) Diyadin (Agr1) sicak su kaplicalarindan izole ettigi ve DV3
olarak adlandirdig: termofilik bakteride maksimum a-amilaz aktivitesini pH 7.0’da

elde etmistir.
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Ezeji ve Bahl'® (2006) Geobacillus thermodinitrificans tarafindan salgilanan
a-amilazin optimum pH degerini 6.5-7.5 olarak tespit etmislerdir.

Calismamizda enzimin aktivite gosterdigi optimum sicaklik degerini bulmak
i¢in 30-90 °C arasinda o-amilaz aktivitesine bakilmigtir. Sekil 4.3’te goriildiigii gibi
enzimin optimum sicakligi 60 °C olarak tespit edilmistir. Enzimin yiiksek
sicakliklarda aktivite goOstermesi endiistrinin ¢esitli alanlarinda kullanilabilme
potansiyelini gostermektedir.

Bolton ve ark.'' (1997) Bacillus flavothermus’dan elde ettikleri ve
saflagtirdiklar1 a-amilazin aktivite gosterdigi optimum sicakligini 60 °C olarak
belirlemislerdir.

Hamilton ve ark.” (1999) Bacillus sp. IMD 435’te maksimum oa-amilaz
aktivitesini 65 °C’de belirlemislerdir.

Hashim ve ark.” (2005) Bacillus halodurans LBK 34’ten elde ettikleri a-
amilazin aktivite gosterdigi optimum sicakligini 60 °C olarak tespit etmiglerdir.

Ezeji ve Bahl"

(2006) Geobacillus thermodinitrificans tarafindan salgilanan
a-amilazin aktivite gosterdigi optimum sicaklig1 55 °C olarak tespit etmislerdir.

Asgher ve ark.® (2007) termofilik Bacillus subtilis’den salgilanan a-amilazin
aktivite gosterdigi optimum sicakligi 70 °C olarak belirlemislerdir.

Najafi ve ark.'? (2005) Bacillus subtilis AX20 tarafindan salgilanan o-

amilazin aktivite gosterdigi optimum sicakligini 55 °C olarak bulmuslardir.

Calismamizda enzim dretimi Tlizerine degisik besiyerlerinin etkisi

arastirilmistir. Bunun i¢in igerikleri farkli olan NB1, NB2, BM1, BM2, BM3, LB ve

NB+%?2 ¢oziinebilir Nisasta besiyerleri kullanilmistir. Sekil 4.4’te goriilmekte olan
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analiz sonuglarma gére NB1 besiyerinde a-amilaz liretimi en yliksek degerde tespit
edilmistir.  Bu durum NBI1 besiyeri igeriginin a-amilaz {iretimi icin yeterli
olabilecegi seklinde agiklanabilir. Besiyerlerinden elde edilen o-amilaz aktivite
siralamasinin NB1 > BM2 > NB+ % 2 nisasta > BM3 > LB > NB2 > BMI1 seklinde
oldugu tespit edilmistir.

Saxena ve ark.'® (2007) Bacillus sp. PN5’ten o-amilaz iiretmeye
calismislardir. Enzim tiretimi i¢in en 1yi kiiltiir ortamini (%) 0.6 nisasta, 0.5 pepton,
0.3 yeast ekstrakt iceren besiyeri olarak tespit etmislerdir.

Cordeiro ve ark.” (2002) termofilik Bacillus sp. SMA-2’den o-amilaz
iretimini ve karakterizasyonunu gerceklestirmislerdir. Maksimum o-amilaz
iiretimini ¢6ziinebilir nigasta iceren kiiltiir ortaminda elde etmislerdir.

Calismamizda a-amilaz iiretimi lizerine azot kaynaklari, karbon kaynaklari,
nisastalar ve kalsiyumun etkisi incelendi.

Enzim {retimi iizerine azot kaynaklarmin etkisini incelemek i¢in NB besiyeri
ortamma % 1 oraninda azot kaynaklar1 eklenerek o-amilaz aktivite tayinine
bakilmistir.  Sekil 4.5°de goriildiigli gibi azot kaynaklarimdan pepton ve beef
ekstraktta kontrole gore daha yiiksek aktivite elde edilmistir. En yliksek a-amilaz
aktivitesi 2054,1 U/mg degeriyle peptonda, en diisiik aktivite ise 346,3 U/mg
degeriyle triptonda elde edilmistir. Azot kaynaklarinda tespit edilen a-amilaz
aktivite siralamasi pepton > beef ekstrakt > kontrol >kazein > yeast ekstrakt >
amonyum kloriir > lire > amonyum siilfat > tripton seklindedir. Enzim aktivitesinin
pepton ve beef ekstraktta artmasi, bakterinin bu azot kaynaklarini kullanarak enzim

sentezini arttirdig1 seklinde diisiintilebilir.
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Calismamizda enzim tiretimi iizerine ¢esitli karbon kaynaklar1 ve nisastalarin
etkisini arastirmak i¢cin NB besiyerlerine % 0.5 ve % 1 oraninda karbon kaynaklar1
ve nisasta cesitleri eklenerek a-amilaz aktivite tayinine bakilmistir. Sekil 4.6’da
goriildigi gibi % 0.5’lik karbon kaynaklarindan maltoz, glukoz ve laktozda kontrole
gore daha yliksek degerler elde edilmistir. Karbon kaynaklari igerisinde en yiiksek
a-amilaz aktivitesi 1862,9 U/mg degeriyle % 0.5 oranindaki maltozda, en diisiik
aktivite ise 62,9 U/mg degeriyle % 1 oranindaki gliserolde tespit edilmistir.

Sekil 4.7’ de goriildiigii gibi nisastalardan % 1’lik ¢oziinebilir nisastada ve %
0.5 ve % 1’lik patates nisastalarinda kontrole gore daha yiiksek degerler elde
edilmistir. Nisastalar arasindan en yiliksek a-amilaz aktivitesi 3627 U/mg degeriyle
% 1’ lik patates nisastasinda elde edilmistir. % 1°lik bugday ve misir nisastasinda ise
aktivite tespit edilmemistir. Enzim aktivitesinin sayilan karbon ve nisasta
kaynaklarinda artmasi, bakterinin bu kaynaklar1 kullanarak enzim sentezini arttirdig:
seklinde diistiniilebilir.

Aiyer"® (2004) Bacillus licheniformis SPT 27°de a-amilaz {iretmeye ¢alismis
ve enzim {iretimi iizerine azot ve karbon kaynaklarinin etkisini aragtirmistir.
Maksimum a-amilaz aktivitesini % 1’°lik azot kaynaklarmmdan pepton ve amonyum
hidrojen fosfatta, % 1’ lik karbon kaynaklarindan fruktozda ve % 1 oraninda eklenen
nisastalarda ise Amarantus peniculatus ve patates nisastasinda elde etmistir.

Das ve ark.'* (2004) Bacillus subtilis DM-03 tarafindan salgilanan a-amilazda
karbon ve azot kaynaklarmnin etkisini arastirmiglardir. En yiiksek aktiviteyi azot
kaynaklarinda sirasiyla NH4Cl, KNOs; ve peptonda, karbon kaynaklarinda ise

¢Oziinebilir nisastada elde etmislerdir.
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Hamilton ve ark.? (1999) Bacillus sp. IMD 435’te a-amilaz tiretimi {izerine %
1.2’ lik azot ve karbon kaynaklarinin etkisini arastirmislardir. Azot kaynaklarinda en
yiiksek a-amilaz aktivitesini yeast ekstraktta, karbon kaynaklarinda ise sirasiyla
laktoz ve ¢Oziinebilir nisastada elde etmislerdir.

Konsoula ve Liakopoulou-Kyriakides'> (2007) Bacillus subtilis ten a-amilaz
ve B-galaktozidaz enzimleri iizerine % 0.2 oraninda azot ve karbon kaynaklarmnin
etkisini aragtirmiglardir. Maksimum a-amilaz aktivitesini azot kaynaklarindan yeast
ekstraktta, karbon kaynaklarinda ¢oziinebilir nisastada elde etmislerdir.

Saxsena ve ark.'® (2007) Bacillus sp. PN5’te a-amilaz iiretimi iizerine karbon
ve azot kaynaklarmin etkisini aragtirmistir. En iyl o-amilaz iiretimini, Karbon
kaynaklarindan ¢oziinebilir nisastada, azot kaynaklarinda ise pepton, beef ekstrakt ve
yeast ektraktta elde etmislerdir.

Enzim tiretimi lizerine CaCl,’nin etkisini aragtirmak icin saf suyla hazirlanan
NB besiyerlerine 10mM, 20 mM, 40 mM, 100 mM, 200 mM ve 300 mM
oranlarindaki CaCl, eklenerek inkiibasyon sonrasi iist sivida a-amilaz aktivite tayini
yapilmistir.  Sekil 4.8’de goriildiigii gibi 10 mM, 20 mM, 40 mM ve 100 mM’da
kontrole gore daha yiiksek enzim aktiviteleri elde edilmistir. CaCl,
konsantrasyonlarinda en yiiksek a-amilaz aktivitesi 2360,6 U/mg degeriyle 20
mM’da, en diisiik deger ise 101,3 U/mg degeriyle 300 mM’da elde edilmistir. enzim
aktivitesinin ortama CaCl, eklendiginde artmasi bakterinin enzim sentezi sirasinda
CaCl,’yi kullanarak enzim sentezini arttirmasi ile agiklanabilir.

Prakash ve ark.'” (2009) Chromohalobacter sp. TVSP 101°de ortama 50 mM

CaCl, eklenmesinin a-amilaz tiretimin % 29 oraninda arttirdigini tespit etmiglerdir.
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Asgher ve ark.’ (2007) Bacillus subtilis JS-2004’te oa-amilaz enzimini
iretmigler ve ortama 10 mM kalsiyum ve yeast ekstrakt eklenmesinin hem enzim
iretimini hem de bakteri tiretimini indiikledigini belirlemislerdir.

Calismamizda kismi olarak saflastirilan enzimde bazi kimyasal maddeler,
metaller, metal selatorleri, lire ve bazi deterjanlarin etkisi incelenmistir. Cizelge
4.2°de baz1 kimyasal maddelerin enzim aktivitesine olan etkileri goriilmektedir. —SH
grubu iceren DTT ve B-mercaptoethanol gibi ajanlarin enzim aktivitesini oldukca
arttirdig1 tespit edilmistir. 10 mM’da DTT enzim aktivitesinde % 106 oraninda, -
mercaptoethanol % 64 oraninda artisa neden olmustur. Bu da enzimin aktif
merkezinde siilthidril iceren gruplarin bulundugunu gostermektedir. PCMB (p-
chloromercuribenzoic acid) enzim aktivitesi {izerinde inhibisyon etkisi gostermistir.
PCMB 4 mM’da enzim aktivitesini % 52 oraninda inhibe etmis olup bu durum
enzimin aktif bolgesinde sistein bulundugunu gostermektedir. Iodoacetamide ve N-
ethylmaleimide enzim aktivitesini ¢cok az etkilemislerdir. Serin inhibitérii olan
PMSF (Phenylmethylsulfonyl fluoride) enzim aktivitesini biiyiikk oranda inhibe
etmistir. 4 mM’da % 60 oraninda inhibisyona yol agmistir. Bu inhibisyon enzimin
katalitik aktivitesinde sistein yaninda serin aminoasidinin de etkili oldugunu
gostermektedir. Sekil 4.9°da goriildiigii gibi {ire enzim aktivitesini gii¢lii bir sekilde
inhibisyona ugratmaktadir. 2 M iirede enzim aktivitesi % 91 oraninda inhibisyona
ugramistir.

Cizelge 4.3’de bazi metal ve metal selatorlerinin enzim aktivitesine olan
etkileri gorilmektedir. CaCl, ve MgCl, enzim aktivitesinde artisa yol agmustir.
8 mM CaCl, enzim aktivitesini % 70, 8 mM MgCl, ise enzim aktivitesinin % 41

oraninda artmasina sebep olmustur. CuCl, ve ZnCl, enzim aktivitesini giiclii bir
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sekilde inhibe etmislerdir. CuCl, 0.5 mM’da enzim aktivitesini % 76 oraninda
inhibe ederken, 1 mM’da enzimi tliimiiyle inhibe etmistir. ZnCl, ise enzim
aktivitesini 0.5 mM’da % 85, 1 mM’da % 93 oraninda inhibisyona ugratmustir.
Metal selatorleri olan EDTA ve 1,10-phenanthroline enzim aktivitesi lizerinde
inhibisyon etkisi gostermistir. 10 mM EDTA enzimi % 63, 10 mM 1,10-
phenanthroline ise % 22 oraninda inhibe etmistir. Bu durum calistigimiz enzimin bir
metaloenzim oldugu seklinde agiklanabilir.

Sekil 4.10’da % 0.5 oranindaki deterjanlarin enzim aktivitesi lizerine etkileri
goriilmektedir. Kontrolle karsilastirildigi zaman Bingoda enzim aktivitesinde fazla
degisiklik gozlenmezken, enzim aktivitesini SDS % 28, Tween-40 % 38, Triton X-

100 % 26 oraninda arttirmistir.

Das ve ark.'* (2004) Bacillus subtilis DM-03’ten saflastirdiklar1 a-amilaz
aktivitesi tlizerine bazi metal iyonlarn ve kimyasal maddelerin etkisini
incelemislerdir. Enzimin 1,5 mM oraninda PMSF ile etkilesmesi sonucu tiim
aktivitesini kaybettigini tespit etmislerdir. Enzimin 1 mM EDTA’da neredeyse tiim
aktivitesini kaybettigini, 80 mM SDS ve 8 M iirenin enzim aktivitesini tamamen
inhibe ettigini bulmuslardir.

Arikan ve ark.'® (2008) termofilik Bacillus sp.’den elde ettikleri ve kismi
olarak saflastirdiklar1 a-amilazda 3 mM PMSF’de % 10, 5 mM EDTA’da % 5.5, 5
mM ZnCl,’de % 18, 8M iirede % 80, % 1 SDS’ de % 18 oraninda inhibisyon, SmM
CaCl,’de ise % 30 aktivite artis1 tespit etmislerdir.

Rao ve Satyanarayana’® (2007) termofilik Geobacillus thermoleovarans’dan

saflagtirdiklar1  a-amilazda, Mg2+’nin enzim aktivitesini  arttirdigini, N-
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ethylmaleimide, EDTA ve PMSF’nin enzim iizerine kismen inhibisyon etkisi
gosterdigini tespit etmiglerdir.

Shafiei ve ark.” (2010) Nesterenkonia sp. strain F’den elde ettikleri ve
saflagtirdiklar1 o-amilazda, p-mercaptoethanol ve PMSF’nin enzim iizerinde
inhibisyon etkisi saptamamislardir. Ca’”nin enzim aktivitesini arttirdigini, Cu®",
Zn*" ve EDTA’nm enzimi giglii bir sekilde inhibe ettigini tespit etmislerdir.
Enzimin % 0.5’lik SDS ve % 2’lik Triton X-100 deterjanlarina karsi oldukca
dayanikli oldugunu bulmuslardir.

Tatar” (2007) Bacillus sp.’den elde ettigi a-amilazin 1,10-Phenantrolin,
EDTA, PMSF ve ZnCl, ile etkilesimi sonucu kismen inhibisyona ugradigini, SDS ve
Triton X-100 deterjanlarina kars1 oldukca dayanakli oldugunu belirlemistir.

Srivastava'® (1987) Bacillus stearothermophilus’dan elde edip saflastirdig o-
amilazda, Ca®" varliginda enzim aktivitesinde artis tespit etmistir. Mg™" ve Zn*"
varliginda enzimin kismen inhibe oldugunu fakat PCMB ve EDTA’nin enzimi giiglii
bir sekilde inhibe etigini tespit etmistir.

Ivanova ve ark.”’ (1993) Bacillus licheniformis 44MB82-A’dan izole ettikleri
ve saflastirdiklart a-amilazda, EDTA’nin giiclii bir sekilde inhibisyona yol a¢tigini
ve iodoacetamide varliginda enzimde inhibisyon olmadigini tespit etmislerdir.

Ben Abdelmalek-Khedher ve ark.”' (2008) Sclerotinia sclerotiorum’dan elde
ettikleri ve saflastirdiklar1 o-amilazda, DTT ve [-mercaptoethanol’'un enzim
aktivitesini gii¢lii bir sekilde arttwrdigmi, Cu®" varhiginda ise enzimin giicli bir

sekilde inhibe oldugunu tespit etmislerdir.
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Negi ve Banerjee® (2009) Aspergillus awamori’den elde edilen amilazda, 1
mM oranindaki Ca>" ve Mg”", % 0.25’lik B-mercaptoethanol ve % 0.03 TritonX-100
ve SLS varliginda enzim aktivitesinde artis tespit etmislerdir.

Calismamizda kismi olarak saflastirilan enzimin Km ve Vmax degerlerinin
hesaplanmas1 icin % 0.5-3 oranlarinda hazirlanan ¢6ziinebilir nisastalar a-amilaz
aktivite tayininde substrat olarak kullanilmis ve enzimin Km ve Vmax degerleri
Lineweaver—Burk plot’a gore hesaplanmistir. Buna gore enzimin Km ve Vmax
degerleri sirastyla 0.102 mM ve 0.929 pmol/dk. olarak hesaplanmistir (Sekil 4.11).
Vmax Enzim katalizli bir reaksiyonda ulasilan maksimum hizi ifade eder. Km ise
maksimum hizin yarisina ulasilan substrat derisimidir. Bir enzimin Km degeri onun
substratina olan ilgisini gostermektedir. Eger enzimin substartina olan ilgisi fazla ise
Km degeri kiigiiktiir. Clinkii diisiik substrat konsantrasyonlarinda bile enzim ile
substrat ES kompleksi yapiyor demektir*. Calistigimiz enzimin Km degerinin diisiik

olmas1 enzimin substrata olan ilgisinin yliksek oldugunu gostermektedir.

Colak ve ark.” (2008) termofilik Anoxybacillus gonensis A4’ten salgilanan
amilazin Km ve Vmax degerlerini sirastyla 1.88 mg/ml ve 0.54 U/mg olarak tespit
etmislerdir.

Mollania ve ark.”® (2010) Geobacillus sp. LH8den elde edilen o-amilazin
Km degerini 3 mg/ml, Vmax degerini de 6.5 pumol/min olarak bulmuslardir.

Ezeji ve Bahl'" (2006) Geobacillus thermodenitrificans HRO10’dan
saflagtirdiklar1 a-amilazin Km ve Vmax degerlerini swrastyla 3.05 mg/ml ve 7.35

U/ml olarak hesaplamislardir.
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Shafiei ve ark.’ (2010) Nesterenkonia sp.’den elde edilen ve saflastirilan o-
amilazin Km ve Vmax degerlerini sirastyla 4.5 mg/ml ve 1.18 mg/ml/min olarak
hesaplamislardir.

Bu ¢alismada kismi olarak saflastirilan enzimde zamana bagh sicaklik
stabilitesinin arastirilmasi i¢in 45 °C, 50 °C ve 55 °C sicaklik degerlerinde sadece
enzim kullanilarak 20 ile 120 dakika arasinda 6n inkiibasyona birakilmistir. Daha
sonra a-amilaz aktivite tayini yapilmistir. Sekil 4.12°de goriildiigli gibi sadece enzim
kullanilarak yapilan sicaklik stabilite analizinde 45 °C’de 120 dakika sonunda
enzimin oldukga stabil oldugu ve kalan enzim aktivitesi % 97 olarak tespit edilmistir.
50°C’de enzim 60 dakika sonunda % 78 oraninda aktivite gosterirken 120 dakika
sonunda ise kalan enzim aktivitesi % 52 olarak hesaplanmigtir. 55 °C’de ise 120
dakika sonunda kalan enzim aktivitesi % 7 olarak tespit edilmistir. Anoxybacillus sp.
AH1 termofilik bir bakteri olup optimum tireme sicakligi 60 °C, irettigi a-amilazin
optimum sicaklig1 da 60 °C olarak belirlenmistir. Buna karsin bu bakteri tarafindan
tiretilen o-amilazin 45 °C’nin tizerindeki sicakliklara karsi hassas oldugu tespit
edilmistir. Bu calisma bu bakteri tiirlerinde yapilan ilk a-amilaz c¢aligmalardan
biridir. Bu durumun nedeni daha ileriki caligmalarda ve diger Anoxybacillus
tiirlerinde de arastirilmalidir.

Calismamizda enzimin sicakliga karsi dayanikliligini arttirmak icin oncelikle
gliserol ve sorbitolun enzimin sicaklik stabilitesine olan etkisi arastirilmistir. Bunun
icin enzim, 60 °C’de 30 dakika boyunca gliserol ve sorbitolle ayri ayri 6n
inkiibasyona birakilmis ve sonrasinda a-amilaz aktivitesine bakilmistir.

Sekil 4.13’de gliserol ve sorbitolun enzimin sicaklik stabilitesine olan

etkileri goriilmektedir. Kontrolle karsilastirildiginda, % 30 ve % 40 oranlarindaki
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gliserolde sirasiyla kalan enzim aktivitesi % 110 ve % 112 olarak saptanmis olup
diger konsantrasyonlarda kontrolden daha diisiik degerler elde edilmistir. % 30 ve %
40 sorbitolde kalan enzim aktivitesi sirastyla % 86 ve % 112 olarak hesaplanmistir.
Diger konsnatrasyonlarda kontrolden daha diisiik degerler elde edilmistir. Bu
ylizden enzimin termostabilitesini arttirmaya yonelik ¢alismalarda % 30 gliserol
kullanilmastir.

Gliserolun enzim sicaklik stabiletisne olan etkisinin arastirilmasi i¢in, 55 °C,
60 °C ve 65 °C sicaklik degerlerinde enzim ve % 30 oranindaki gliserol karigimi 20
ile 120 dakika arasinda 6n inkiibasyona birakilmistir. Sekil 4.14°de goriildigi gibi
% 30 oraninda gliserolle muamele edilen enzimin 55 °C ve 60 °C’de 120 dakika
sonunda kalan aktiviteleri sirastyla % 99 ve % 85 olarak tespit edilmistir. 65 °C” de

ise 60 dakika sonunda enzimin tiim aktivitesini kaybettigi belirlenmistir.

Cordeiro ve ark.’ (2002) termofilik Bacillus sp.’den elde ettikleri o-amilazin
50 °C’ de 2 saat sonunda tiim aktivitesini korudugunu, 60 °C, 70 °C ve 90 °C’de

aktivite kaybina ugradigini tespit etmislerdir.

Asgher ve ark.® (2007) termofilik Bacillus JS-2004’ten elde ettikleri o-
amilazin 60 °C ve 70 °C’ de 1 saat sonunda oldukga stabil oldugunu, 80 °C ve 90
°C’de ise enzim aktivitesinde diisiis oldugunu gozlemlemislerdir.

Aguilar ve ark?” (2000) Lactobacillus manihotivorans LMG 18010"
bakterisinden elde ettikleri ekstraseliiler a-amilazin substrat olmadan 40 °C’den daha
yiiksek sicakliklara karsi duyarl oldugunu tespit etmislerdir. Enzimin 50 °C* de 60
dakika sonunda kalan aktivitesini % 70 olarak hesaplamislar ve enzimin 55 °C’ de 60

dakika sonunda tiim aktivitesini kaybettigini saptamislardir.
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Bernhardsdotter ve ark.”® (2005) Bacillus sp. L1711°den saflastirdiklar1 a-

amilazin 55 °C’de 1 saat sonunda tiim aktivitesini kaybettigini tespit etmislerdir.

Khajeh ve ark.’' (2006) termofilik Bacillus licheniformis ve mezofilik
Bacillus amyloliguefaciens’den salgilanan iki ayr1 o-amilazin termostabilitesinin

gliserol ve sorbitol varliginda arttigini tespit etmislerdir.

Cordt ve ark.®® (1994) Bacillus licheniformis’ten elde ettikleri o-amilazda,

gliserol ve sorbitolun enzimin termostabilitesini arttirdigini tespit etmiglerdir.

Graber ve Combes®® (1989) gliserol ve sorbitol gibi poliollerin fungal o-

amilazda termostabiliteyi arttirdigini tespit etmislerdir.

Calismamizda Anoxybacillus sp. AHI1 tarafindan salgilanan o-amilazin
elektroforetik analizi yapilmistir. Sekil 4.15’de a-amilazin molekiil agirligr 58

kDa.’dan daha biiyiik oldugu goriilmektedir.

Asodeh ve ark.” (2010) Termofilik Bacillus sp. Ferdowsicous tarafindan
salgilanan o-amilazin molekiill agirhigmi yaklasik olarak 53 kDa. olarak

hesaplamislardir.

Liu ve Xu® (2008) Bacillus sp. YX-1 tarafindan salgilanan o-amilazin

molekiil agirhigini yaklasik olarak 56 kDa. olarak hesaplamiglardir.

Shafiei ve ark.” (2010) Nesterenkonia sp. strain F’den elde ettikleri ve

saflastirdiklar1 a-amilazin molekiil agirligini 100-106 kDa olarak hesaplamislardir.

Sajedi ve ark.’ (2005) Bacillus sp. KR-8104’ten salgilanan a-amilazin

molekiil agirhigini yaklasik olarak 59 kDa. olarak hesaplamislardir.
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Aguilar ve ark?” (2000) Lactobacillus manihotivorans LMG 18010"
tarafindan salgilanan a-amilazin molekiil agirligini yaklasik olarak 135 kDa. olarak

hesaplamislardir.
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4.3. SEKILLER
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Sekil 4.1. a-Amilaz iiretimi lizerine inkiibasyon siirelerinin etkisi
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Sekil 4.2. a-Amilaz aktivitesi lizerine pH’ nin etkisi
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Sekil 4.3. a-Amilaz aktivitesi lizerine sicakligin etkisi
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Sekil 4.4. a-Amilaz iiretimi lizerine degisik besiyerlerinin etkisi
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Sekil 4.6. a-Amilaz iiretimi lizerine karbon kaynaklarmin etkisi
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Sekil 4.8. a-Amilaz tiretimi lizerine CaCl, nin etkisi
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Cizelge 4.1. Kismi saflastirma tablosu

Saflastirma Total Total Spesifik Saflastirma | Verim

Adim Aktivite Protein Aktivite Katsayisi (%)
(Y] (mg) (U/mg)

Ham 20551 13.35 1539 1 100

Ekstrakt

Presipitasyon | 6243 0.90 6937 4.5 30.4

& Diyaliz

Cizelge 4.2. a-Amilaz aktivitesi lizerine bazi kimyasal maddelerin etkisi

Kalan Aktivite Miktar1 (%)
Kimyasallar

025mM [ 0.5mM |1 mM 2 mM 4 mM 10 mM
DTT - - 102 118 124 206
p-mercaptoethanol - - 120 121 144 164
PMSF - - 51 50 40 37
PCMB 93 86 78 77 48 -
N-ethylenemaleimide - - 89 ND ND ND
Iodoacetamide - - 81 ND ND ND

ND: Enzim aktivitesi iizerine herhangi bir etki goriilmedigini gdsterir

-: Denenmeyen konsantrasyonlar1 gosterir
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Cizelge 4.3. a-Amilaz aktivitesi lizerine bazi metal ve selatorlerin etkisi

Metal ve Kalan Aktivite Miktar1 (%)
latorl
peiorer 0.05mM | 0.1mM | 05mM | ImM | 2mM | 4mM | 8§ mM 10 mM
146 152 159 170
CaCl,
109 121 133 141
MgCl,
65 62 24 0
CuCl,
74 32 15 7 0
ZnCl,
88 58 57 53 37
EDTA
1-10 99 97 87 78
phenanthroline
120 +
< 100 -
£ 80 - \
>
2 | =
£ 60" § \\ -
S H N H N .
kontrol 01 M 0,25M 05M 1M 2M
Ure

Sekil 4. 9. a-Amilaz aktivitesi lizerine iirenin etkisi
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Sekil 4.11. Lineweaver—Burk plot a-amilaz Km ve Vmax grafigi
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Sekil 4.12. Zamana bagli a-amilaz sicaklik stabilite tayini
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Sekil 4.13. Gliserol ve sorbitolun a-amilaz sicaklik stabilitesine etkisi
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Sekil 4.14. % 30’luk gliserolun a-amilaz sicaklik stabilitesine etkisi
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Sekil 4.15. Nondenatiire Poliakrilamid Jel Elektroforezi
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Termofillerin 1970°de Brock tarafindan kesfinden beri termofilik ve
hipertermofilik mikroorganizmalar, ¢aligma alanlarmin ana hedeflerinden biri haline
gelmistir. Benzersiz 6zelliklerinden dolayr bu mikroorganizmalara olan ilgi gitgide
artmaktadir.  Bu mikroorganizmalardan elde edilen enzimler (termoenzimler)

sicaklik, kimyasal ve pH stabilitesi gibi essiz 6zelliklere sahiptir'.

Calismamizda a-amilaz {iretimi i¢in en 1yi inkiibasyon siiresi 12-24 saatleri
arasinda tespit edilmistir.

Enzimin optimum pH degerini belirlemek i¢cin pH 4.0-11.0 araliginda yapilan
aktivite tayini sonucunda enzimin aktivite gésterdigi optimum pH degeri 7.0 olarak
tespit edilmistir.

Enzimin optimum sicaklik degerini belirlemek igin 30-90 °C arasinda yapilan
aktivite tayini sonucunda enzimin aktivite gosterdigi optimum sicaklik degeri 60 °C
olarak tespit edilmistir.

Calismamizda enzim lretimi iizerine degisik besi yerlerinin etkisi incelendi
ve analiz sonucglarina gore NB1 besiyerinde a-amilaz aktivitesi en yiiksek degerde
saptanmistir.

% 1 oranindaki azot kaynaklarinin enzim iiretimi iizerine etkisinin incelendigi
calismamizda pepton ve beef ekstraktin enzim liretimini arttirdigi tespit edilmistir.

% 0.5 ve % 1 oraninda karbon kaynaklari ve nisastalarn enzim iiretimi
iizerine etkisinin incelendigi ¢alismada % 0.5 oranindaki karbon kaynaklarindan
maltoz, glukoz ve laktozda enzim flretiminin arttigi, % 1 oranindaki karbon

kaynaklarinda ise enzim iiretiminin artmadigi tespit edilmistir. Nisastalardan, % 0.5
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ve % 1 oranindaki patates nisastasinda ve % 1 oranindaki ¢Oziinebilir nisastada
enzim uretimi artmis olup en yiiksek aktivite artist % 1 oranindaki patates
nigastasinda elde edilmistir.

Calismamizda saf suyla hazirlanan NB besiyerlerine 10-300 mM arasinda
degisen oranlarda CaCl, eklenerek enzim liretimi {izerine etkisi incelenmis ve en
yiiksek deger 20 mM’da elde edilmistir.

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve Diyaliz yapilarak enzim tek adimda kismi
olarak saflastirilmis ve enzim aktivitesi lizerine bazi kimyasal maddeler, metal ve
metal selatorleri, lire ve bazi1 deterjanlarin etkisi incelenmistir. SH grubu igeren
DTT ve B-mercaptoethanol gibi ajanlarin enzim aktivitesini oldukca arttirdig: tespit
edilmistir. ~ PCMB (p-chloromercuribenzoic acid) enzim aktivitesi lizerinde
inhibisyon etkisi gostermistir.  Bu durum enzimin aktif bdlgesinde sistein
bulundugunu gostermektedir. lodoacetamide ve N-ethylmaleimide enzim
aktivitesini  ¢ok az  etkilemislerdir. Serin  inhibitérii  olan PMSF
(Phenylmethylsulfonyl fluoride) enzim aktivitesini biiyliik oranda inhibe etmistir.
Ayrica lUrenin enzim aktivitesini giicli bir sekilde inhibisyona ugrattigi tespit
edilmistir.

Enzim aktivitesi iizerine bazi metal ve metal selatorlerinin etkisine
bakildig1 zaman CaCl, ve MgCl,’ iin enzim aktivitesinde artisa yol actigi, CuCl, ve
ZnCl,’ iin enzim aktivitesini giiclii bir sekilde inhibe ettigi tespit edilmistir. Metal
selatorleri olan EDTA ve 1,10-phenanthroline enzim aktivitesi iizerinde inhibisyon
etkisi gostermistir. Bu durum calisti§imiz enzimin bir metaloenzim oldugu seklinde

acgiklanabilir.
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% 0.5 oraninda kullanilan ¢esitli deterjanlarda (SDS, TritonX-100, Tween-40,
Bingo) enzim aktivitesinin arttig1 tespit edilmistir.

Calismamizda ¢Oziinebilir nisasta kullanilarak enzimin Km ve Vmax
degerleri Lineweaver—Burk plot’a gore hesaplanmistir. Buna gore enzimin Km ve
Vmax degerleri sirasiyla 0.102 mM ve 0.929 pumol/dk. olarak hesaplanmistir.

Kismi olarak saflastirilan enzimde yapilan termostabilite analizi sonucu,
sadece enzim kullanilarak yapilan sicaklik stabilite analizinde 45 °C’ de 120 dakika
sonunda enzimin oldukga stabil oldugu, 45 °C’nin tizerindeki sicakliklara karsi ise
dayaniksiz oldugu belirlenmistir. Enzimin % 30 oranindaki gliserolde
termostabilitesinin arttig1 tespit edilmistir.

Calismamizda gliserol ve sorbitolun enzimin termostabilitesini arttirdig: tespit
edilmistir.

Elektroforetik analiz sonucu a-amilazin molekiil agirliginim 58 kDa.’dan daha
biiyiik oldugu belirlenmistir.

Sicak su kaynaklarindan izole edilen Anoxybacillus sp. AH1’de salgilanan a-
amilaz enziminin belirlenen optimum sartlar1 ve karakterizasyonu endiistriyel
kullanim potansiyelinin oldugunu gostermistir. Enzim {retimini arttiran azot ve
karbon kaynaklar1 ve nisastalarin tespitinin yanisira maksimum enzim iretiminin
cesme suyunda ve 12-24 saatlerinde olmasi hem zaman hem de ekonomik ag¢idan
avantajli bir durumdur. Son yillarda o-Amilaz, deterjanlarin iceriginde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Calismamizda % 0.5 oraninda kullanilan deterjanlarin a-amilaz
aktivitesini arttirdig1 tespit edilmistir. Ayrica enzimin belirlenen 6zelliklerinden pH
6-8 araliginda ve 60 °C’de aktif olmas1 yiiksek sicaklik gerektiren endiistriyel

uygulamalarda kullanilabilir  oldugunu  gostermektedir. Bunun yaninda
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Anoxybacillus sp. AHI1’in termofilik bir bakteri olmasi ve iirettigi a-amilaz
enziminin 45 °C’nin lizerindeki sicaklilara karsi duyarli olmasi bir dezavantajdir. Bu
durumda enzime gliserol ilave edildiginde daha yiiksek sicakliklarda enzim
aktiivtesini korumaya devam etmektedir.  Bu calisma Anoxybacillus tiirlerinde
yapilan ilk a-amilaz ¢alismalardan biridir. Bu ylizden Bu durumun nedeninin daha
ileriki caligmalarda ve diger Anoxybacillus tirlerinde de arastirilmasi uygun
olacaktir. Ayrica bu enzimin tam olarak saflastirilip bazi 6zelliklerinin ileri diizeyde

arastirilmasi gerekmektedir.
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