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AMAC

Ozellikle son yillarda, SSF teknigi kullanilarak diger fermantasyon tekniklerine oranla
daha fazla iirlin elde edilmesiyle, bu fermantasyon metodu biyoteknolojide giderek 6nem
kazanmaktadir.

Bu teknikte substrat olarak ticari 6nemi olmayan ve gevre kirlenmesine neden olan
tarimsal sanayi artiklarinin kullanilmasiyla, hem g¢evre kirliliginin 6niine ge¢ilmis oluyor, hem
de ekonomik y&nden daha az sermayenin kullanilmasi saglaniyor.

Caligmanin amaci, muz kabugunu substrat olarak kullanarak SSF metoduyla endiistride
oldukca fazla kullamim alanina sahip o - amilaz enzimini topraktan izole edilen Bacillus
sp.’den daha fazla ve daha ekonomik olarak elde etmek ve enzimin bazi karakteristik

Ozelliklerini belirlemektir,



VI

OZET

Giintimiizde, biyoteknolojide enzimlerin kullanimi giderek nem kazanmaktadir. Bu
enzimlerden biri olan a-amilaz, 6nemli biyoteknolojik enzimler arasindadir. o - amilazlar,
nigastanin hidrolizi i¢in gida, deterjan, tekstil, kagit, bira ve alkol gibi endiistriyel alanlarda
kullamimaktadir.

Muz, karpuz ve kavun kabugu, bugday ve mercimek kepedi ve dari gibi farkli SSF
kaynaklar1 topraktan izole edilen Bacillus sp. tarafindan substrat olarak kullanilarak o - amilaz
aktivite oranlan test edilmistir. Enzim iiretimi a¢isindan en fazla olandan en az olana dogru
muz kabugu > karpuz kabugu > mercimek kepegi > bugday kepegi > kavun kabugu > dan
oldugu tespit edilmigtir. Muz kabugu tizerinde en yiiksek aktivite goriildiigiinden daha sonraki
calismalarda muz kabugu substrat olarak kullanildi.

SSF metoduyla Bacillus sp. muz kabufunu substrat olarak kullanarak degisik
inkiibasyon siirelerinde o, - amilaz aktivitesi olgiilmiistiir. Inkiibasyon siiresi 72. saat olarak
uygun bulunmugtur.

SSF metoduyla Bacillus sp. muz kabugunu substrat olarak kullanarak % 2’lik karbon
kaynai eklentisinin a - amilaz aktivitesi iizerine etkisine bakilmigtir. En yliksek aktivitenin
nigasta en diisiik aktivitenin ise glukoz ile oldugu tespit edilmigtir. Sukroz enzim aktivitesini
etkilememigtir. Mannoz, galaktoz, arabinoz ve glukoz kontrolden diigiik ¢ikmagtir.

SSF metoduyla Bacillus sp. muz kabugunu substrat olarak kullanarak % 10°luk azot
kaynaklar1 eklentisinin a - amilaz aktivitesi tizerindeki etkisine bakilmigtir. Amonyum siilfat,
bacto casamino acid, bacto liver ve methionin kontrolden yiiksek c¢ikmigtir. NH4CI ve
NH4NO3 kontrolden diisiik ¢ikmustir. Urede enzim aktivitesi goriilmemistir. En yiiksek
aktivitenin amonyum stilfat’ta oldugu tespit edilmigtir.

NB besiyerinde liretilen bakterinin stipernatantinda o-amilaz enziminin baz 6zellikleri
incelenmigtir.

pH 4- 11 arasinda o - amilaz aktivite tayini yapildi. Optimum pH 6 olarak belirlendi.

25 °C ile 95 °C’ arasinda o - amilaz aktivite tayini yapildi. Optimum sicaklik 60 °C
olarak belirlendi.

60 °C’de zamana bagli enzim stabilite dl¢timii i¢in 30 ile 240 dakika arasinda o - amilaz
aktivite tayini yapildi. 15-90 dakikaya kadar enzim aktivitesinde bir artig gézlendi.Sonra 90-
240 dakika arasinda enzim aktivitesinde bir azalig goriildii. Bununla birlikte 240 dakika

sonunda enzim aktivitesinde bir degigsmenin olmadig tespit edildi.
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NB besi yerinin iist sivisinda, % 2’lik deterjanlarin (SDS, CHAPS, omo matik) enzim
aktivitesi lizerine olan etkisi zamana bagh olarak 15 ile 90 dakikalik zaman aralifinda test
edilmig, inhibisyon etkisi en fazla olandan en aza dogru SDS > Omo Matik > CHAPS
seklinde oldugu tespit edilmisgtir.
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SUMMARY

Recently, the usage of enzymes in biotechnology become to take importance.One of
these enzymes a-amylase is among the important biotechnological enzymes. a-Amylases are
used at industry such as food, detergent, textil, paper and beer for hidrolisis of starch.

The ratio of a-amylase activity was tested at different SSF sources such as banana, water
melon and melon husk, wheat and lentil bran and maize used as subtrates by Bacillus sp.
which is isolated from soil. The enzyme production from highest to the least is found as
follows; banana husk > water melon husk > lentil bran > wheat bran > melon husk >maize.
As the highest activity was seen with the banana husk, it was used as substrat in later studies.

By SSF process, Bacillus sp. using banana husk as substrat o-amylase activity has been
determined at different incubation time. The appropriate incubation time has been found 72.
hours.

By SSF process, Bacillus sp. using banana husk as substrat the effect of the addition of
% 2 carbon sources on the o-amylase activity has been examined. The highest activity has
been found at starch and the lowest one at glucose. Sucrose didn’t effect the a-amylase
activity. Glucose, mannose, galactose and arabinose were found to be lower than the control.

By SSF process, Bacillus sp. using banana husk as substrat the effect of the addition of
% 10 nitrogen sources on the o-amylase activity has been examined. Amonium sulfate, bacto
casamino acid, bacto liver and methionin are found higher than the control. NH4CI and
NH4NO3 are found to be lower than the control. There was not seen any enzyme activity at
urea. The highest enzyme activity has been observed at amonium sulfate.

Some properties of a-amylase were examined on the supernatant of Bacillus sp. grow on
NB medium.

The a-amylase activity was tested between pH 4 -11. Optimum pH was found to be 6.

The a-amylase activity was tested between 25 °C to 95 °C. Optimum temperature was
found to be 60 °C.

a-Amylase activity was carried out for determination of enzyme stability measurements
over a period of time ( 30-240 minutes ) at 60 °C. The enzyme activity was increased
between 15-90 minutes. Then between the minutes 90 and 240 a decrease in the enzyme
activity was observed. However there was no change in enzyme activity after 240 minutes.

The effects of 0.2 % detergents (SDS, CHAPS and Omo Matik) on enzyme activity over
a period of time ( 15-90 minutes ) were tested and the order of inhibition effect from most to
least was found as SDS > Omo Matik > CHAPS.



1.GIRIS

1.1. Biyoteknoloji

Biyoteknoloji; modern, bilimsel metod ve tekniklerle bitki, hayvan ve
mikroorganizma yapilarim kiiltiir ortaminda degistirerek ve gelistirerek onlardan
iirlin elde edilmesidir. Biyoteknoloji 6zellikle saglik , gida ve ¢evre alanlarinda
¢ok 6nemli gelismelere neden olmaktadir (Horikoshi, 1996).

Biyoteknoloji, canli hiicrelerden (mikroorganizmalar, bitki ve hayvan
hiicreleri veya dokular) elde edilen enzimler veya organeller tarafindan
gerceklestirilen biyolojik reaksiyonlar ile ugragir.

Biyoteknolojinin caligma alanlari diinyanin temel problemlerini olusturur.
Ornegin; protein {iretimi ve insan beslenmesinin garantiye alinmasi, hammadde ve
enerji stoklarimin daha verimli degerlendirilmesi, insan ve hayvan saglifim
koruyucu bilegiklerin {iretilmesi, bitkilerin biyoteknolojik korunmasi,bulagic1 ve
salgin hastaliklar ile savas, atik su aritilmasi, gevre korunmasi ve atiklarin yeniden
degerlendirilmesi gibi.

Biyoteknolojik uygulamalar ¢ogu kez cevreye zarar vermeyen teknikleri
kullanir, enerji ihtiyaci azdir, yiiksek basing gerektirmez ve oda sicakliginda veya
daha diigiik sicakliklarda gergeklestirili.  Cevreyi kirleten atiklarin
degerlendirilmesi ve mikroorganizmalar yardimi ile pargalanmasi da miimkiindiir
(Telefoncu, 1995).

1.2.Enzimlerin Biyoteknolojide Kullanim

Enzim teknolojisinin giderek gelismesi, {irlinlerin kullanim alanlarinin
cesitliligi (Tablo-1.1) ve ekonomik degerinin gok yiiksek olmasi nedeni ile
biyoteknolojinin endiistriyel enzimlerle ilgili alaninda yapilan gegitli arastirmalar
daha da 6nem kazanmaktadir. Ozellikle son yillarda stratejik alan geklinde
degerlendirilen rekombinant DNA teknolojisinden yararlanilarak enzim tretimi
biiyiik boyutlara ulasmig ve kullanimi giderek yaygimlagsmstir. Endiistriyel alanda
kullamlan enzimler bitkisel, hayvansal ve mikroorganizma koékenli olmakla
birlikte, agirlikli olarak mikroorganizmalardan temin edilmektedirler.

Mikrobiyal enzimlerin diinya genelinde yillik kullanim degerlerine

bakildifinda alkalin proteaz %25, diger proteazlar %21, amilaz %18, rennin



%10, tripsin %3, lipaz %3 ve diger karbonhidratlar1 parcalayan enzimler %10
seklinde bir dagilimla kargilagilmaktadir. Bu enzimlerin parasal olarak yliz
milyonlarca dolar seklinde tamimlanan ekonomik degeri vardir. 1985 yilinda
yapilan bir degerlendirmede, diinyadaki enzim satigmmin 450 milyon dolan
buldugu belirtiimektedir. Bugiin diinyadaki enzim satiginda 2-3 kat artis oldugu
bilinmektedir (Kiran ve Cémlekgioglu, 2003 ).



Tablo-1.1. Enzimlerin Biyoteknolojide Kullanim Alanlari*

UYGULAMA ALANI ENZIM

Yaglarin pargalanmas: ve interesterifikasyon | Lipazlar

Peynir {iretimi Rennin,pepsin
Sindirime yardimci1 Cesitli proteazlar

Etin gevreklestirilmesi Papain

Biranin soguga dayanikliliimn arttirilmast | Papain, fisin, bromelain
Dericilik Cesitli proteazlar

Balik pres suyu viskozitesinin diigiiriilmesi

Tripsin, papain, fisin, pepsin

Nigasta hidrolizi Amilaz(a ve B), pullulanaz
Sakaroz inversiyonu Invertaz

Meyve suyu, sirke ve sarap | Pektinazlar
berraklagtiriimasi

Lezzet kontrolii Niikleazlar

Besin maddesinden, istenmeyen ve toksik | Diger hidrolitik enzimler
bilegiklerin uzaklagtirilasi

Oksidasyonun  Onlenmesi ve  besin | Oksidazlar

maddelerinde renk kontrolii

Amino asit tiretimi

Pronoz, aminopeptidaz

Peynir attk suyu ve siitteki laktozun

Laktaz(p-galaktozidaz)

hidrolizi

Seliiloz hidrolizi Seliilaz

Dekstroz tiretimi Aminoglukozidaz
Amino asit rasemik karigimlarinin ayrilmasi | Aminoagilaz
Penisilin tiretimi Penisilin amidaz
Organik sentezler Degisik enzimler
Sterilizasyon veya soguk pastorizasyon Katalaz
Glukozun fruktoza déniistiirtilmesi Glukoz izomeraz

* Telefoncu, 1995




1.3.Biyoteknolojide Mikroorganizmalarin Daha FazlaTercih Edilmelerinin

Nedenleri

=
[

B

Yiiksek diizeyde protein ihtiva ederler.

Bitki ve hayvanlarda daha kolay ve hizli gogalirlar.

Belirli bir miktar gida {iretimi icin, bagka kaynaklardan daha az alan
isterler ve daha ucuz iretilebilirler (Horikoshi, 1996; Beyatli, 1996 ).
Ornegin, 100 kg sekerden mayalar kullanarak 50 kg tiretilebilir. Oysa
bu miktar hayvanlarda siit olarak 12-13 kg, tavuk eti olarak 0,5 kg ve
sigir eti olarak da 0,3-0,4 kg gegmemektedir.

Diinyada bol biktarda bulunan ¢ok c¢esitli endiistri atiklari, bu
mikroorganizmalar tarafindan substrat olarak kullanilabilir. Boylece
birgok atik maddenin degerlendirilmesi veya yok edilmesine de
yardimer olabilir.Omegin, siilfit surubundan maya f{iretildiginde,
BOI'de ( Biyolojik Oksijen Ihtiyaci) ortalama %70-75 azalma
saglanir. Yani, ¢evre kirletme oran1 %75 azalmis olur. Bunun yani sira,
1 ton siilfit surubundan 13 kg ( %50 protein ihtiva eden ) maya elde
edilerek, ekonomik bir fayda da saglanabilir.Bu duruma gore, her giin
1500 ton atik madde olarak denize dokiilen siilfit surubundan giinde
19.5 ton maya, 9.8 ton saf protein elde edilebilir ki, bu da yilda
yaklagik olarak 3.6 milyon kg saf protein eder.

Kontrol edilebilen sartlarda fermantasyon reaktorii iginde stirekli
kiiltlir halinde tiretilebildiginden, tiretimleri ¢evre ve iklim sartlarindan
etkilenmez (Beyatli, 1996).

1.4.Biyoteknolojide o ~Amilaz’in Kullammm Alanlar

Amilazlar, tiim nigastalar1 temel alan endiistriler i¢in en 6nemli hidrolitik

enzimler arasindadir. Gliniimiizde amilazlar, nigastanin hidrolizi i¢in gida,

deterjan, tekstil, kagit, bira , alkol ve ilag gibi endiistriyel alanlarda kullanima

uygun
Kiran

bulunmustur (Gupta ve ark., 2003; Konsula ve Liakopoulo, 2003;
ve Comlekgioglu, 2003; Akkaya, 1999; Dagasan,1997;

Telefoncu,1995). Bu baglamda mikrobiyal amilazlar, nisastay1 temel alan

endiistrilerde tamamen kimyasal hidrolizlerin yerini almstir.



1.4.1. a-Amilazlarin Ekmekgilikte Kullanim
Ekmekgilikte gesitli enzimler, yiizyillardan beri yiiksek kaliteli iiriinlerin
tiretimi igin kullamldi. Giintimiizde protein, lipaz, ksilanaz, pullulanaz, pentonaz,
seliilaz, glukooksidaz, lipoksidaz, gibi enzim gesitleri ekmek sanayinde gesitli
amaglar igin kullamlmaktadir ama hicbirisi a-amilazin yerini tutamamaktadir.
Ekmekgilikte kullamlan enzimlerin biiylk bir bélimii bakteriyel ve fungal
kokenlidir.
Ekmekgilikte amilazlarin kullanmilmast:

& Fermantasyonun uyarilmasini,

@ Hamurun viskozitesinin diigtirtilmesini,
Ekmek hacminin artmasini,
Ekmegin i¢ yapisinin diizgiin goriiniiglii olmasin,
Ekmek kabugunun iyi renk almasini,
Ekmegin daha kaliteli kizarmasini,
Ekmegin bayatlamasinin geciktirilmesini, saglar (Gupta ve ark., 2003;
Dagasan,1997)

E R R R R

1.4.2. a-Amilazlarin Nigastanin Sekerlendirilmesinde Kullanilisi

Nisasta molekiillerinin amilaz enzimleri tarafindan hidrolizi sonucuna
bagli olarak indirgen sekerler olusur. Bu sekerler arasinda glukoz, maltoz ve
maltotrioz, bulunmaktadir. Sivi haldeki bu iiriin, glukoz surubu olarak da
adlandirilmaktadir.

Nigastanin hidrolizi sonucu elde edilen glukoz gurubu, daha sonra glukoz
izomeraz enzimi ile fruktoza doniigtiiriilebilmekte ve {iriin olarak da fruktoz
surubu elde edilmektedir. Tat agisindan fruktoz daha etkili oldugu i¢in gesitli gida
maddelerinde tatlandirici olarak fruktoz gurubu tercih edilmektedir (Kiran ve
Comlekgioglu, 2003; Gupta ve ark., 2003; Dagasan,1997; Telefoncu, 1995 ).

1.4.3. a-Amilazlarin Tekstil Endiistrisinde Kullanimi

B. subtilis ve B. amyloliquefaciens suslarindan derin fermantasyon
yontemi ile tretilen bu enzimin bu 6zelligi ¢irislenmis nisastay1 oldukga kisa
siirede pargalamasidir. Bu 6zelliginden dolay1 yaklagik 70-80 yildir pamuklu
dokuma sanayinde hagil sokiici olarak kullamilmaktadir. Pamuklu ipliklerin

dokuma iglemi sirasinda torozlanarak kopmalarini 6nlemek igin iplikler nisasta



esasli bir hasil banyosundan gegirilip kurutularak saglamlagtirthir. Dokuma
isleminden sonra ham bezi diger islemlere hazirlamak igin bu nisasta kolasimin
alinmas1 gerekmektedir. Hagil skme denilen bu islem, beze zarar vermeden en
kolay sekilde amilaz enzimi kullanarak yapilmaktadir. Bu enzimde ¢alisma
sicaklig 55 C°-75 C”dir.

Bacillus licheniformis suslarindan elde edilen amilazin 6zelligi ¢aligma
sicaklik araliginin 90-100 derece gibi yiiksek ve pH ¢aligma araligimnin da 5.0-7.5
gibi nispeten genis olmasidir.Diger taraftan, kalsiyum bagimhiligs da B. subtilis
veya B. amyloliqufacience amilazlarima gére ¢ok azdir. Bu 6zellikleri sayesinde
yiikksek sicakliklarda kisa siirede hagil sokebilme yapilabilmektedir. Devaml
calisan sistemlerde 70-80 derece banyodan g¢ikan bez, 100-110 derecedeki buhar
banyosundan gegirilerek 1-2 dakika iginde hagil sokiilebilmektedir (Gupta ve ark.,
2003 ; Batum,1997).

1.4.4. a-Amilazlarin Deterjan Endiistrisinde Kullanim

o - Amilazlar nigasta igeren (6rnegin patates, makarna, gikolata gibi) kir ve
lekelerin temizlenmesinde yardime1 olmaktadir. Diger taraftan bulagik makineleri
deterjanlarina amilaz katilarak nigasta igeren kurumus yemek artiklarimn
coziinmesi saglanabilmektedir (Gupta ve ark., 2003;Batum,1997). Beyazlatici
olarak kullanilan deterjanlarda amilaz enzimi oksidasyon sonucu stabilitesini
kaybetmektedir. Bunu oOnlemek i¢in son zamanlarda bilim adamlari, gen
mithendisliginde oksidasyona duyarli amino asitlerin yerini oksidasyona dayamkh
amino asitlerle degistirerek enzimin stabilitesinin artmasim saglamiglardir. B
licheniformis tarafindan saglanan o-amilazin 197. pozisyonunda bulunan metionin
amino asidi’ni 18sin amino asidi ile yer degistirerek enzimin oksidasyona

dayanikli olmasi saglanmigtir (Gupta ve ark., 2003).

1.4.5. o~-Amilazlarin Kagit Endiistrisinde Kullanimi

Kagit endiistrisinde kafidin islenmesi igin kagit hamurunun nigastayla
kirislenmsi gerekmektedir. Bu iglem kaZidin kalitesini arttirir, kafida sertlik ve
dayaniklilik kazandirir, kagidin giizel tabakalanmasim ve daha iyi silinebilirligini
saglar. Dogal nigastalanin viskoziteleri kagit kirislenmesi igin ¢ok fazladir. Bu
nisastalar amilaz enzimi kullamlarak ortamdan uzaklagtirtlir(Gupta ve ark., 2003).



1.4.6. a-Amilazin Tipta Tam: Amaciyla Kullanim

Amilaz pankreas ve tiikriikk bezlerinde sentezlenir. Akut karin agrilarinin
ayirict tamsinda ¢ok 6nemlidir. Akut pankreatitlerde ¢ok yiikselir. Akut bobrek
yetmezliginde amilaz degerleri normal iist degerin 5 kati veya tistiinde degerlere
¢ikar.Oysa kronik bdbrek hastaliginda orta derecede artiglar s6z konusudur. Ayrica
amilaz diizeyinde yiikselme yapan nedenler sunlardir;

W Perfore peptik iilser

W Tiikriik bezi hastaliklari

@ Miyokard enfarktiisii

W Akut alkol intoksikasyonu

@ Diabetik ketoasidoz’dir(Tokullugil ve ark. , 1998).

1.5.Bakteriyel Amilazlar

Bilim adamlari, bakteriler tarafindan {iretilen enzimlerin sentezi ve
salgilanmasi {izerinde uzun yillardir yogun bir sekilde c¢aligmaktadirlar. Bu
calismalara ragmen, bu enzimlerden biri olan a- amilazin tiretimi, salgilanmasi ve
etki bi¢imi, bugiine kadar tam olarak aydinlatilmig degildir. a-Amilazin kolay test
edilmesi, Bacillus’un genetigi ile ilgili bilgiler, enzimin sentez ve salgilanma
diizeni {izerine olan ¢alismalar igin milkemmel modeller saglamaktadir. Béylece
cesitli endiistriyel iiriinlerin {iretimi ve biyokimyasal islemlerin anlagiimasi i¢in
yardimer bir ¢alisma alami halini almaktadir. Bu durum gida, tekstil ve saglik
alaninda c¢alisan mikrobiyologlar, molekiiler biyologlar, biyokimyacilar ve
hekimlerin biiyiik 6l¢tide ilgisini cekmektedir (Agtiloglu, 1996).

Amilaz [a-(1—4) glukon glukanohidrolaz], ilk kez nisasta gibi
polikakkaritlerdeki a-(1—4) glikozidik baglarinin hidrolizini katalizleyen enzim
olarak tanimlanmgtir (Ramachandra ve ark., 2004; Gupta ve ark., 2003; Konsula
ve Liakopoulou, 2003; Kandra, 2003; Ellaiah, 2002; Hamilton ve ark., 1999,
Bolton ve ark., 1997).

a-Amilazlar igin farkli substratlar bulunur. Bunlar arasinda, basta dogada
bol miktarda bulunan patates, bugday, musir, piring gibi bitkilerden elde edilen,
ham nigasta yer alir. Enzim substratin1 kullanarak dnce dekstrine, son tiriin olarak
da glukoz, maltoz ve maltoz iiniteleri igeren karbonhidratlara doniigtiirtir (Somers
ve ark., 1995). Enzimin aktivite gostermesi i¢in kofakttr gereklidir. Enzimlerin

aktivite gOstermesi igin gerekli olan ve protein yapisinda olmayan, genellikle



metal iyonlarindan meydana gelmis yan gruplara kofaktor denir (Goziikara,
1989). a-Amilaz aktivite gosterebilmek i¢in kofaktdr olarak kalsiyum iyonlarina
ihtiya¢ duymaktadir.

Nisastanin a-amilaz tarafindan hidrolizi sonucu olusan
maltooligosakkaritler gida, ilag ve kimya endiistrilerinde 6nemli 6zelliklerinden
dolay1 kullanim alan1 bulmuglardir. Bunlar gocuklar ve yaghlar i¢in yiiksek oranda
besleyici gidalar olup iyi ¢6ziiniip berrak solusyonlar olusturmaktadir veya kalori
eksikligi ¢eken kisilerde besin olarak kullamilmaktadir. Maltotetroz, besindeki
nemin korunmasinda, yapisin iyilestirilmesinde ve besin katki maddesi olarak
kullanilmaktadir (Kandra, 2003).

Bakteriyel amilazlar, substratlar1 olan nisastayr hidrolizieme durumuna
gore endo ve ekso amilazlar olmak iizere 2 gruba ayrilir: Bir endo amilaz olan a-
amilaz (EC 3.2.1.1.), hidrolazlar simifimn en O6nemli iiyelerinden biridir,
nigastadaki glikozidik baglarimi rastgele yerlerden hidrolizler. Bir ekso amilaz
olan B-amilaz (EC 3.2.1.2.) ise, nigastamin indirgen olmayan ucundan baglayarak
glikozidik baglarmi hidrolizler. Ayrica bir glukoamilaz olan y-amilaz (EC 3.2.1.3.)
vardir ki bu, amilopektinin dallanma noktalarindaki glikozidik baglar1 kirar
(Sinnot, 1990).

Besiyeri ortaminda, bakterilerin protein, peptid ve pepton gibi organik
maddelerin varhiginda bakterinin bunlar1 kullanarak ekzoenzim sentezini arttirdigt
saptanmugtir. Bununla birlikte organik ve kompleks organik azot kaynaklarmn
inorganik azot kaynaklarina nazaran amilaz iiretimini arttirdigr belirlenmigtir
(Pederson ve Nielsen, 2000; Babu ve Satyanarayana, 1993 ). Yine besiyeri
ortaminda, farkli karbon kaynaklar: kullanilarak iiretilen bakterilerde nigasta ve
glukozun diger sekerlere oranla o- amilaz firetimini arttirdift belirlenmigtir
(Ramachandra , 2004; Krishna ve Chandrasekanan, 1996).

1.6. Termostabil Amilazlar

Amilazlar, en 6nemli enzimler arasinda olup giin{imiiz biyoteknolojisinde
biiyiik 6neme sahiptirler. a-Amilazlar nigastanin jelatinasyonu (100°C - 110°C),
sivilagtiriimas: (80°C- 90°C), kagit, tekstil ve deterjan endiistrisinde yiiksek
sicakliklarda aktif olmaktadirlar. Bu yiizden daha fazla termostabil ve termofil
amilaz i¢in aragtirmalara gereksinim duyulmaktadir (Arikan ve ark., 2003; Bolton
ve ark., 1997).



Bacillus cinslerinin endiistriyel 6nemi olan termostabil amilaz tirettikleri
bilinmektedir. Termofilik bir bakteri olan Bacillus staerothermophylus ticari
Onemi olan termostabil amilaz iiretmektedir.Mezofilik bir bakteri olan Bacillus
licheniformis’ten elde edilen amilazlar termostabildir (Arikan ve ark.,2003;
Kandra, 2003; Carmelo ve ark., 2002 ).

a-Amilaz termostabilitesini hem kalsiyumun hem de nisastanin arttirdig
goriilmiistir (Konsula ve ark., 2003 ).

Bacillus sp. WNII susu tarafindan salgilanan Amyl ve Amyll optimum
75°C ve 80°C’de aktivite gostermektedir (Mamo ve ark., 1999). Bacillus sp. ANT-
6 tarafindan salgilanan o- amilaz optimum 80°C’de aktivite gostermektedir
(Artkan ve ark., 2003).

1.7.Nisasta

Nigsastaya patates gibi yumrulu bitkilerde ve musir, fasiilye, bugday ve
piring gibi tahillarda daha ¢ok rastlanmakla beraber, biitiin bitki hiicreleri nigasta
yapma kabiliyetine sahiptir. Nigasta hiicrede iki yapisal formda bulunmaktadir.
Bunlardan birisi a-amiloz digeri ise amilopektindir.

a-Amiloz dallanma géstermeden diiz zincirler halinde uzamakta ve D-
glukoz iinitelerinin q(1-4) bag: ile birbirine baglanmasi sonucu meydana gelmis
bir depo polisakkarittir. Molekiil agirligi birkag binden 500.000 daltona kadar
degismektedir. a-Amiloz suda ¢6ziinmez fakat su emerek miseller haline gelebilir
ve iodin ile muamele edilirse mavi renk meydana gelir.

Amilopektin daha yiiksek molekiil agirlidina sahip ve dallanma gosteren
bir bitki depo polisakkaritidir. Diiz zincir amilozda oldugu gibi glukoz iinitelerinin
o(1-4) bag: ile birbirine baglanmasi ile uzamaktadir. Tirden tiire degisiklik
gostermekle birlikte her 20 ile 30 glukoz iinitesinden sonra bir dallanma noktasi
ortaya ¢ikmaktadir. Amilopektindeki dallanma o(1-6) glikozidik bag1 olusmas: ile
meydana gelmektedir. Iodin ile kirmizi-menekse renk verir (Gozlikara, 1989).

1.8.a -Amilazin Etki Mekanizmasi

1963 yilina kadar, a-amilazin nigastay1 rastgele hidrolizleyip, glukoz
molekiillerine dontistiirdiigii diigtiniiliirken, B. subtilis o-amilazlarmm, amilaz
tizerine etkisini konu alan ¢aligmada, maltotrioz (G3) ve maltoheksoz (G6)un
baskin oldugu bir karigimin ele gegtigi ortaya konmustur (Robyt, 1989). Boylece
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a-amilazin nigasta lizerine etkisinin rastgele olmadifi ortaya konmustur. Bu
mekanizmaya gore o-amilaz iizerinde 9 glukoz kalintistnin baglanabilecedi
baglanma merkezleri bulunur. @ —(1—4) bagim hidrolizleyen aktif merkezin, 3-4
nolu glukoz kalintilarmin baglandigi baglanma merkezleri iizerinde kaldid:
durulmaktadir. Buna gore, hidroliz isleminden sonra soldaki grup enzim
tizerinden ayrilirsa, bogsalan baglanma merkezlerini doldurmak {izere, nigasta
zinciri kendiliginden sola dogru hareket eder, tiiriin olarak G6 olugur
Hidrolizinden sonra, zincirin sag tarafi ayrilirsa, nisasta zinciri, bosalan baglanma
merkezlerini doldurmak {izere saga dogru kayar ve {irlin olarak G3 meydana gelir.
Amilopektinden ise, benzer mekanizma ile maltoz (Gl), maltodioz (G2),
maltotrioz (G3), maltoheksoz (G6) meydana gelir (Robyt, 1989). Etki
mekanizmasi Sekil 1- a ve 1- b’ de goériilmektedir.

- Enzimesubstrat kompleksi

- Glkogidi bog hidroideni.

«Zincirivsol tarafi aynilic

- G yt yeniden et dlasak vemnek iizere
4, ve 5. athmiar iekrarlane

Sekil- 1.a: a-Amilazin etki mekanizmasi
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< Enzim-substrat kompleksi olugur.

*Gnm&kbzghﬂwhﬂw‘f L i s
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- menn so warafi kead‘ihgméen
bafilanrna. merkealerini dddnrmak
ilrere saga Eayar,

-%ﬁrﬁnﬁaﬂwmwk ﬁzmgirw:&ik  5'
 bag hidrolizlenir. :

4 ve 5. adunlar tekrarlanir..

Sekil- 1.b: a-Amilazin etki mekanizmasi

Robyt (1989) PPA (Porcine Pancreatic Amylase)’nin etki bi¢imini, sifirin
altindaki sofuk ¢oziicli igerisinde 1-[°C] ile zenginlestirilmis maltotetroz
substratim kullanarak *C-NMR ile ortaya ¢ikards. Bu teknikler, B-karboksil asetal
ester mevcudiyetini ortaya ¢ikardi. Bu da, a-(1-4) glikozidik bagimn hidroliz
mekanizmasinda gorev alan glikozil bir enzimin iglev gordiigiiniin kanitidir.
Burada PPA igin ¢ifte bir kovalent bag yer degisimi s6z konusudur ki bu enzimin
aktif merkezinde bir karboksilat grubu, B-karboksil asetal vermek tizere o-(1-4)
glikozidik bagimn 1. C’una atak eder. Bu da hemiasetal hidroksil grubu i¢in bir a-
konfigiirasyonuna sahip bir {irtin vermek iizere su tarafindan hidrolizlenir (Sekil-
l.c). Bu kovalent mekanizmanin sadece PPA igin gésterilmesine ragmen o-
amilazlarin katalitik gruplarimi igeren yapisal 6zelliklerinin korunmasi, hidroliz

mekanizmasinin farkli a-amilazlar iginde benzer oldugunu destekliyor.
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Sekil- 1.c: Kovalent bag igceren a-(1-4) glikozit bagmimn PPA ile hidrolizi icin
cifte yerdegisim degisim mekanizmasi
E enzime kargilik geliyor ve B elektrofilik katalitik gruba karsilik geliyor. Bir karboksilat
anyonu P-karboksil asetal ester (daire igine alinan yapi) vermek lizere a-(1-4) baglarimi kiran
karbon -1’e atak ediyor ki bunun sonucunda a-konfigiirasyonuna sahip bir iriin vermek iizere
hidrolizleniyor (Robyt, 1989).

1.9. Bacillus

Bacillaceae familyas: iginde birgogu saprofit olan gram pozitif, aerob,
sporlu ve gomakeik seklinde yapiya sahiptirler. Bazilar: insan ve hayvanlar i¢in
patojendir (Bilgehan, 1986). Bacillus cinslerinin sporlar1 dogada yaygin olup daha
cok topraktan ve sudan izole edilmektedirler. Bacillus cinslerinin bazilarinn
termofilik, bazilarinin ise mezofilik olduklari bilinmektedir. Bacillus cinsleri
tarafindan salgilanan enzimler, (a-amilaz, proteaz, riboniikleaz vb.) endiistriyel
Oneme sahip olup gida, deterjan, tekstil,deri, kagit, bira, alkol ve ilag gibi endiistri
dallarinda yaygin olarak kullamlmaktadir. Bacillus cinsleri endiistriyel 6nemi olan
alkalin, termofilik, termostabil ve selat6ér direnclilik 6zelligine sahip enzimler
tiretirler (Arikan ve ark., 2003; Bolton ve ark., 1997).
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Bacillus cinslerinin SSF’de kiiltiir i¢in uygunlugu, yapilan ¢aligmalarda
ispatlanmigstir (Babu ve Satyanarayana, 1996).

1.10. SSF (Solid-State Fermentation veya Kat1 Faz Fermantasyonu)

SSF tarihine bir goz attigimizda, M.O. 2600 yilindan beri bilinmektedir.
Misirlilar tarafindan ekmek yapiminda kullanilirdi. SSF metoduyla koji adi
verilen enzim preparasyonunun M.O. 1000 yilindan beri yapildig1 bilinmektedir
(Ooijkaas, 2000). Koji 4. oryzae gibi mantarlar tarafindan piring ezmesi ve diger
tahillar tizerinde gelisen mantarlar tarafindan iiretilen enzim preparasyonlaridir
(Ooijkaas, 2000; Akkaya 1999 ).Koji metodu modern SSF teknolojisinde biiyiik
tarihsel Oneme sahiptir ve SSF’in Oncii tipi olarak diisiiniilebilir. Bunlar
gliniimiizde hala soya sosu endiistrisinde ve doguya 6zgii bazi gidalarin
fermantasyonunda starter kiiltiir olarak kullaniimaktadir (Akkaya 1999). 20.
yiizyllda ise Bati {ilkeleri’'nin SSF yontemlerini pek Onemsemediklerini
goriiyoruz. II.Diinya Savagi siiresince penisiline verilen 6nem ve bu maddenin
gelisiminin SmF (Submerged Fermentation)’le olmasi, SSF metodunun arka
planda kalmasina neden olmustur. Ancak 1960-1970 yillari arasinda SSF
yontemiyle mantar toksinlerinin {iretiminin bagarildig1 agiklandiginda SSF biiyiik
bir doniim noktasina ulasti. Maddi Onemi olmayan ve genis Olgiide ¢evre
kirliligine yol agan bu tarimsal artiklarin, essiz bir teknikle protein bakimindan
zenginlestirilmis sifir yemi olarak kullanilmasinin saglanmasi, kaydedilen bir
sonraki biiyiik basar1 olmustur. Bu olay, diinya ¢apindaki aragtirmacilarin SSF ile
ilgilenmelerine neden olmugtur. O dénemden beri SSF alamindaki ¢alismalar
hizla artmig ve Ozellikle son on yilda biiyiikk gelismeler saglanmigtir (Pandey,
2003).

SSF (solid - state fermentation), serbest su akigimn olmadif1 nemli kati
substratlarda, mikroorganizmalarin biiylimeleri olarak tamimlanir(Ooijkaas, 2000,
Babu ve Satyanarayana, 1996). SSF’de nemin varligina ihtiya¢ duyulur ve kati
partikiillerin kendi absorbladigi kompleks sivi formlari mevcuttur (Babu ve
Satyanarayana, 1996). Fermantasyon siiresince buharlagma ve metabolik aktivite
degistigi icin substratin nem seviyesi olduk¢a Onemlidir(Baysal ve ark.,2002).
Biitiin Biyolojik aktiviteler % 12 nem civarinda durur. Bu % 12 nem SSF i¢in en
diisiik nem seviyesi olarak kabul edilir (Babu ve Satyanarayana, 1996). SSF
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metodunda nem miktar1 substratin yapisimn, 6zenekliliginin ve yapigkanliginin
degismesine, buna ilaveten gaz hacminin ve difflizyonun degismesine neden
olmaktadir (Babu ve Satyanarayana, 1996; Lonsane ve ark. 1990 ).

SSF’de serbest su akisit olmadigindan en uygun mikroorganizmanin maya
ve mantarlar oldugu sOylenebilir. Bakterilerin yiiksek miktarda su ihtiyacindan
dolay1, bunlarin SSF i¢in uygun olmadiklari diistiniiliir. Bununla birlikte yapilan
calismalarda, bakteri kiiltlirleriyle SSF yontemlerinde oldukga basarili sonuglar
almmistir (Pandey 2003; Baysal ve ark., 2002 ; Babu ve Satyanarayana, 1995).
Ozellikle Bacillus cinslerinin SSF*de kiiltiir i¢in uygunlugu, yapilan ¢aligmalarda
ispatlanmigtir. Bu, belki de Bacillus cinslerinin lifli yap1 olusturmalarindan dolay:
substrat partikiilleri igersindeki sudan yararlanarak SSF metodunda yeterli tireme
gostermelerini saglayabilir (Babu ve Satyanarayana, 1996).

SSF metodunda kati substratlarin dogal yapisi son derece Onemlidir.
Substratlar  genelde suda ¢6ziinmeyen seliilozik polimerler ve nisastall
maddelerdir. Bunlar dogal olugsmus maddeler olmalarina ragmen, rafine
edilmediginden bu maddelerin heterojenik dogas1 SSF metodunda organizmanin
kinetik reaksiyonlarmi kotii bir gekilde etkileyebilir(Babu ve Satyanarayana,
1996). SSF metodunda substrat, organizmalarm sadece yeterli besinini
saglamiyor, ayn1 zamanda hiicrelerin birbirine tutunmasim sagliyor (Pandey
2003; Baysal ve ark., 2002 ; Babu ve Satyanarayana , 1995).

SSF, daha fazla iiretim, basit teknik, diisiik sermaye yatirimi,daha diigiik
kontaminasyon riski, diisiik enerji gereksinimi, daha konsantre {irtin alim1 ve daha
az atik su olusturdugundan dolayr SmF, metoduna gore daha avantajlidir ( Babu
Satyanarayana, 1995; Lonsane, 1990). Ayrica SSF tarimsal atiklarm
degerlendirilmesi agisindan da olduk¢a 6nemlidir ( Pandey, 2003; Soccol ve ark.,
2003 ).
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1.11. SSF TekniZinin Geligtirilmesinde Dikkat Edilmesi Gereken

Etkenler

- Uygun Mikroorganizmanin Se¢imi

- Uygun Substratin Se¢imi

- Fizikokimyasal ve Biyokimyasal Parametreler
] Parcgacik biiyiikligi,

Ortamin baglangigtaki nem miktari,

& pH,
- Substratin kullanimdan 6nceki iglenisi,
- Nispi nem,
- Inkiibasyon, havalandirma ve g¢alkalama sicakligi,
- Inokiilum miktar1 ve siiresi,
- Iz elementleri ile N,P gibi besinlerin ilavesi, karbon

kaynad1 ve indtikleyicilerin eklenmesi

- Urtintin ekstresi
- Saflagtiriimasi (Pandey, 2003 )
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1.12.0nceki Calismalar

Ramachandra ve ark. (2004), COC ( Coconat oil cake ) substrat olarak
kullanilarak Aspergillus oryzae tarafindan a-amilaz {iretimini rapor etmiglerdir. En
yiiksek enzim aktivitesini 30 °C ‘de 72. saatte yakalamuglardir. Yine bu ¢aligmada,
ortama % 2 oraninda karbon kaynaklar1 eklenmis, nigasta ve glukozun kontrolden
yiiksek ¢iktifi goriilmiistiir. Bununla birlikte maltozda enzim aktivitesinde diigme
oldugu gorillmiis ve sukrozun enzim aktivitesinde hicbir etkisi olmadif1 rapor
edilmigtir. Eklenen %1°lik konsantrasyondaki azot kaynaklarindan en yliksek artig
peptonda goriilmiis, en diisiik enzim aktivitesi sodyum nitratta gézlemlenmisgtir.

Soni ve ark. (2003), Bacillus sp. SAI ve Aspergillus sp. AS-2’de SSF
yontemiyle bugday kepegi tlizerinde o- amilaz aktivitesi yakalamglardir.
Kullanilan bakteriyal o -amilaz bugday kepegi lizerinde 48. saatlik inkiibasyondan
sonra yiiksek degerde goriilmiigtiir. Enzim aktivitesi optimum 50 °C’de ve pH
6’da oldugu tespit edilmistir. o-Amilazin yar1 6miirliik stiresi 50 °C’de 50 dakika,
60 °C’de 45 dakika, 65 °C’de 40 dakika, 70 °C’de 30 dakika ve 75 °C’de 15
dakika civarinda bulunmugtur. CaCl2’nin enzim aktivitesinde etkili oldugu
bulunmustur.

Baysal ve ark. ( 2002 ), bugday kepegi ve piring kabugu iizerinde
termotoleran Bacillus subtilis’i kullanarak SSF metoduyla a-amilaz iretimini
gOstermiglerdir. Bugday kepeginde, piring kabuguna nazaran daha yiiksek bir
aktivite gozlemlemiglerdir. En yiksek enzim aktivitesini 24. saatte elde
etmiglerdir.

Ellaih ve ark. (2002), SSF metoduyla yesil nohut kepegi, barbunya kepegi,
musir Kepegi, misir unu, arpa unu, soya unu ve piring kepegi gibi degisik
substratlar kullanarak Aspergillus sp. A3 tarafindan glukoamilaz {iretimini
gostermiglerdir ve en yiiksek aktiviteyi bugday kepeginden elde etmislerdir.

Haq ve ark. (2002), ekonomik bir besi yeri kullanarak Bacillus
licheniformis GCBU-8 tarafindan o-amilaz tiretimini tespit etmiglerdir. Bunun
i¢in; bugday kepegi, aysicegi unu, pamuk tohumu unu, soya fasulyesi unu, piring
kabugu ve piring kepegi kullanmuglardir. En iyi alfa-amilaz aktivitesini bugday
kepeginde yakalamiglardir.
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Yeni segilen fermantasyon ortami 100 ml fosfat tamponunda ( % w/v) %
1,25 bugday kepegi, %0,5 NB, % 1 pearl millet starch, % 0,5 laktoz, % 0,5 NaCl
ve % 0,2 CaCl2 konmaktadir. En yiiksek aktivite bu fermantasyon ortaminda elde
edilmigtir.

Mulimani ve ark. ( 2000 ), SSF yontemi ile Gibberella fujikuroi kullanarak
degisik substratlar lizerinde a-amilaz iiretmislerdir. En yiiksek aktiviteyi bugday
kepegi tizerinde elde etmislerdir. Ayrica piring sap1 ve piring kepeginden de o-
amilaz aktivitesi elde etmigler, bununla birlikte bunlarin karisimindan elde edilen
aktivitenin bunlarin tek tek kullanimindan elde edilen aktiviteden daha yiiksek
oldugunu rapor etmislerdir% 1 ‘lik karbon kaynaklar: ilavesinde en yiiksek
aktiviteyi laktozlu ortamda elde etmiglerdir. % 2,5 ‘lik azot kaynag: ilavesi
yapmuslar ve en yliksek aktiviteyi amonyum stilfatli ortamda elde etmislerdir.

Krishna ve Chandrasekanan ( 1996 ), SSF yontemiyle Bacillus subtilis
CBTK 106 muz sapim substrat olarak kullanarak o- amilaz tiretimini rapor
etmiglerdir. Caligmada pargacik biiyiikliigiiniin, baslangictaki nem konsantras-
yonunun, SSF ortamimin pH’sinmn, inkiibasyon sicakliginin ve eklenen azot ve
karbon kaynaklarinin konsantrasyonlarinin a-amilaz tiretimi iizerine etkilerini
incelemislerdir. En uygun pargacik biiyikliigii 400pm, en uygun baslangic nem
konsantrasyonu % 70, en uygun SSF ortamimn pH’s1 7, en uygun inkiibasyon
sicakhiginin 35 °C oldugunu rapor etmislerdir. Azot kaynagi olarak % 1 ‘lik
amonyum siilfat veya amonyum nitrat ve % 0,5°1ik et 6ziitii veya peptonun enzim
sentezini uyardif1 sonucuna varmiglardir. Karbon kaynagi olarak ise % 0,1°lik
nigasta, maltoz, glukoz ve sukrozun enzim sentezini uyardifi sonucuna
varmglardir. Ayrica % 1°lik NaCl ve KCI’nin enzim sentezini uyardigin: da rapor
etmislerdir. En yiiksek enzim aktivitesini 24. saat’te elde etmislerdir. Bununla
birlikte 24 saatten sonra enzim aktivitesinde bir azalmanin oldugunu tespit
etmiglerdir.

Babu ve Satyanarayana (1995), SSF metodunda Bacillus coagulans B49
‘la bugday kepeginde termostabil a-amilaz tiretimini rapor etmisglerdir. 24. saatten
120. saate kadar degisik inkiibasyon stirelerinde aktivite tayini yapmuglardir ve en
yiiksek enzim aktivitesini 72. saatte elde etmiglerdir. 72. saatten sonra enzim

aktivitesinde azalma goriilmiistiir.
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Babu ve Satyanarayana (1995), SSF metoduyla B. subtilis, B. polymyxia,
B. mesentericus, B. vulgaris, B. megaterium ve B. licheniformis tarafindan o-
amilaz (liretimini rapor etmiglerdir.

Ramesh ve Lonsane ( 1991 ), SSF ‘de Bacillus licheniformis M27 bugday
kepeginde degisik glukoz konsantrasyonlarmin a-amilaz aktivitesi {izerine
etkisine bakmiglar ve katabolik represyonun gerceklesmedigini rapor etmislerdir.
En yiiksek enzim aktivitesini % 20 glukoz konsantrasyonunda ve 72. saatte
gozlemlemislerdir. Ayrica % 10°luk maltoz ve laktoz konsantrasyonlarinda, 72.
saatte kontrolden yiiksek aktivite yakalamuglardir. Yine % 15 ‘lik glukoz
konsantrasyonu igeren SSF metodunda % 0,2 ‘lik glukoz konsantrasyonu igeren
SmF metoduna gore 15 kat daha fazla enzim aktivitesi yakalamislardir.

Ramesh ve ark. ( 1990 ), Bacillus licheniformis M27 tarafindan SSF
yontemiyle o-amilaz iiretimi tizerine bugday kepeginde nemin etkisine bakmiglar
ve % 65 nem oraninda ve 48. saatte en yitksek enzim aktivitesini yakalamigslardir.

Ramesh ve Lonsane ( 1987 ), topraktan izole ettikleri Bacillus megaterium
I16M kullanmilarak SSF metoduyla bugday kabugu iizerinde a-amilaz tiretimine
tampon miktarinin etkisi, pH‘in etkisi ve inkiibasyon stcaklifinin etkisine
bakmiglardir. En yiiksek enzim aktivitesi pH 7 ‘de 24. saatte ve 2:1 oraninda (
bugday kepegi : tampon ) elde etmiglerdir. Optimum enzim aktivitesini 70 °C ve
pH 6 ‘da elde etmiglerdir.

Messaoud ve ark. (2004), Bacillus subtilis US116 tarafindan {iretilen a-
amilazin, nigastay1 parg¢alamasi sonucu maltoheptoz ve maltohekzoz olusmustur.
Saflagtirilmig enzimin optimum aktivitesini pH 6 ve 65 °C’de elde etmislerdir.
Enzimin yari Omiirliik siiresi 70 °C’de 3 saat, 65 °C’de ise 5 saat civarinda
bulunmustur. Bu enzimin molekiil agirhig 60.000 dalton olarak bulunmustur.

Kilig ve Ozbek ( 2004), misir, piring ve bugday nigastasimn enzimatik
hidrolizi tizerinde sicakligin etkilerini Bacillus sp., A. oryzae ve Bacillus
licheniformis 'ten izole edilen ticari amilazlar lizerinde ¢aligmislardir. a-Amilazin
nigasta {izerindeki etkilerini 50-60 °C arasindaki sicakliklarda aragtirmiglardir. Bu
o~ amilazlar i¢ersinde B. licheniformis’ten elde edilen a- amilazin nigastamn
hidrolizinde en etkili oldugu bulunmugtur. Bu enzim, en yiiksek aktiviteyi 50-60
°C arasindaki sicakliklarda gosterdigini belirtmiglerdir.
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Arikan ve ark. (2003), termostabil alkalin a-amilaz iireten Bacillus sp.
ANT-6 ‘y1 topraktan izole etmiglerdir. Bu enzim, pH 10,5 ‘de ve 80 °C ‘de
maksimum aktivite géstermisgtir.

Kiran ve Comlekgioglu (2003), Zeytinli Ilicas: ( Kahramanmaras )’ndan su
ve toprak orneklerinden 65 Bacillus sp. susu izole edilmigtir.Bu suglarin amilaz
enzimi liretme yetenekleri aragtirilmis ve buna gore en iyi aktivite gésteren tek bir
sus secilmistir. Izole edilen Bacillus sp. K-12 susunun termofil, alkali amilaz
liretme yetenegi aragtirtlmigtir. Kiiltiir ortamimin pH’s1 9.5, inkiibasyon sicaklig
ise 42 °C olarak belirlenmistir. Pepton, maya 6ziitii, et 6ziitli ve amonyum siilfat
iceren gesitli azot kaynaklarinin farkli konsantrasyonlarda, bu susun amilaz
enzimi Uiretme yetenedi iizerine etkisi incelenmis, % 1,25 oraninda maya 6ziitii
igeren kiiltlir ortaminda 48. saatte maksimum aktivite tespit edilmistir.

Konsula ve ark. (2003), termofolik Bacillus subtilis varyetesinde
maksimum aktiviteyi 135 °C’de ve pH 6,5°de elde etmislerdir. Enzim
termostabilitesinin hem kalsiyum hem de nisasta varliginda arttifini
gostermislerdir. Amilaz tiretiminde en yiiksek aktiviteyi %0,05 nigasta igeren besi
yerinde elde etmiglerdir. %0,1°1ik nisasta igeren besi yerinde enzim aktivitesinde
%50 azalma goriilmiistiir.

Pederson ve ark ( 2000 ), Aspergillus oryzae’de a-amilaz iiretiminde
sodyum nitrattn amonyum tuzlarina oranla daha az etkisi olduunu tespit
etmiglerdir.

Olesan ve ark. ( 2000 ), Bacillus clausii BT-21’den salgilanan a-amilazin
molekiil agirligim 101.000 dalton olarak bulmuglardir.

Mamo ve ark. (1999), Bacillus sp. WN11 susu tarafindan salgilanan Amyl
ve Amyll diye adlandirilan degisik iki o-amilaz saflagtirmiglardir. Bunlarin
sirasimna gore molekill agirhigi yaklagik 76.000 ve 53.000 dalton olarak
bulunmustur. Her iki enzim de 75 °C ve 80°C ‘de optimum aktivite g6stermistir.

Mc Tigue ve ark. (1995), alkofilik Bacillus sp. IMD 370 tarafindan
salgilanan o- amilazin molekiil agirlifi yaklagik olarak 159.000 dalton olarak
bulmuglardar.
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Hamilton ve ark. (1999), Bacillus sp. IMD 435°de o-amilaz {iretimini
calismislardir.Maksimum amilaz iiretimi karbon kaynag1 olarak % 4’lik laktoz ve
azot kaynag1 olarak % 2’lik yeast extract ihtiva eden bir besi yerinde elde
etmislerdir. Laktozlu ortamda amilaz iiretimi fazla olmasina ragmen bakteri
liretiminin az oldugu goriilmiistiir. Glukoz ve fruktoz ihtiva eden besi yerinde
amilaz aktivitesinin g6riilmedigini rapor etmislerdir.

Bolton ve ark. (1997), Bacillus flavothermus tarafindan salgilanan -
amilazi saflagtirmislar ve bu enzimin nigasta tizerinde maksimum aktiviteyi pH
5,5-6 ve 60 °C ‘de oldugunu tespit etmislerdir.

Agiiloglu (1996), degisik amino asit ve antibiyotiklerin Bacillus subtilis
o- amilazinin membrandaki sentezi ve salgilanmasi {izerine etkileri ve tripsinin a-
amilaz {izerine olan proteolitik etkisini incelemisgtir.

Schwermann ve ark. (1994), thermoasidofilik Alicyclobacillus
acidocaldarius ATCC 27009 susundan a-amilaz iiretimini tespit etmislerdir. En
yliksek enzim aktivitesini 75 °C’de ve pH 3’de elde etmislerdir.

Anderson ve ark. ( 1983 ). termofil Bacillus stearothermophilus 1518
tarafindan salgilanan o- amilazin, nisasta pudingi i¢inde gok yiiksek sicaklikta
(143 °C) direngli oldugunu belirtmiglerdir.
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2. MATERYAL METOD
2.1. Biyolojik Materyal

Calismalarimizda biyolojik materyal olarak D.U.kampiisi toprak
orneginden izole edilen Bacillus sp. kullarulds.
2.2, Kimyasal Maddeler

2.2.1. Azot kaynaklan:

Bacto casamino acid ve bacto liver Difco’dan; amonyum siilfat, lire,

NH4Cl, NH4NO3 ve Methionin Merck Darmstag’dan temin edilmigtir.
2.2.2. Karbon kaynaklar:
Nisasta, mannoz, glukoz, galaktoz, arabinoz ve sukroz Merck
Darmstag’dan temin edilmistir.
2.2.3. Besi Yeri Maddeleri:
Nutrient Broth OXOID’den ve agar ATABAY’dan temin edilmistir.
2.2.4. Deterjanlar:

SDS, ve CHAPS ( 3-[(3 -Cholamido-propyl) — dimethylammonio] —
propane-sulfonate), Merck Darmstag’dan, Omo Matik ticari olarak temin
edilmisgtir.

2.2.5. 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 Darmstag ‘dan temin
edildi.

2.3. Besi Yerleri
2.3.1. Siv1 besi yeri ( Nutrient Broth [NB ] ) :

8 g NB ve distile su ile 1 litreye tamamlanip otoklavland:.
2.3.2, Kat1 besi yeri

8 g Nutrient Broth besi yerine 18 g agar ilave edilip distile su ile 1 litreye
tamamlanip otoklavlandi.
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2.3.3. SSF besi yeri :

Muz kabuklar1 kurutulduktan sonra bir blender yardim ile pargalandi. Daha
sonra 2000 pum’lik, 1500 pm’lik ve 1000 pm’lik eleklerde elendi. 1500 um
boyunda olanlar alindi. 1,5 g tartilip lizerine 5 ml tampon (pH 8 Tris — HCI )
eklenip ( 50 mI’lik erlenmayer igerisine ) otoklavland .

2.4, Tamponlar
- Sitrik Asit tamponu: 0,1 M pH:4 pH:5 ve pH:6 hazirlandi.
- Tris-HCI tamponu: 0,1 M pH:7 , pH:8 ve pH:9 hazirlandi.
- Karbonat / Bikarbonat tamponu: 0,1 M pH:10,28 , pH: 10,83 hazirland:.

2.5. Kullanilan Aletler:
Inkiibatér ( Sanyo )
Steril Kabin ( Telstar AV-100)
Spektrofotometre ( Pharmaci 4 KB Novaspec II )
Calkalayici ( Julobo )
Sogutmal1 Santrifiij ( Sigma Christ 2K15 )
Vorteks ( Stuart )
Magnetik Karistiric: ( Stuart )
Deep-Freeze ( Haris, -70 °C)
Etiiv ( Heraus )
Dijital Gostergeli Hassas Terazi ( GEG, AVEY, 0,0001 )
Otoklav
Su Banyosu ( Grant 6G, -20, +100 °C))
pH metre (Jenvay 3010, PCP JO1 elektrod )
Sterilizator ( Heraus )
Blender ( Waring )

2.6. Bakteri Uretimi:
NB ( % 0,3 “lik nigasta ) besi yerine, kat1 besi yerinden platin 6ze
yardimiyla ekim yapildi. Calkalayicida 200 rpm’de 37 °C ‘de 24 saat inkiibe
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edildi. 24 saat sonunda bu besi yerinden 1 ml alinarak &nceden otoklavlanan
SSF’ye ekim yapildi.
2.7. Enzim Eldesi:

2.7.1. SSF besiyerinden :

24. saatten 144. saate kadar inkiibasyon siiresi sonunda SSF’li besi yeri
tizerine 10ml pH 8 Tris- HCI tamponu eklendi. lyice karigtirldi. Sonra steril gazli
bezle iyice siizlildiikten sonra 10.000 rpm’de 5 dakika santriftij edildi. Ust siv1
enzim aktivite deneylerinde kullanildi.

2.7.2. NB besiyerinden :
24 saat inkiibasyon sonunda besi yeri 10.000 rpm ’de 5 dakika santrifiij

edildi. Ust s1v1 enzim aktivite deneylerinde kullamldi.

2.8. Enzim Aktivite Tayini ( Bernfeld Yontemi ) :

Enzim aktivitesi Bernfeld yontemiyle tespit edildi (Bernfeld, 1955). Bu
yonteme gore 100 pl enzim ¢6zeltisi ve 200 pl % 0.5°1ik nisasta ¢6zeltisi (0,1 M
pH 8 Tris-HCI tamponu igerisinde ¢6ziinmiig) 37 °C ‘de 30 dakika inkiibe edildi.
Siire sonunda reaksiyonu durdurmak i¢in, 400 pl DNS (3,5 dinitro salisilik asit)
ilave edilerek 5 dakika kaynar su banyosunda bekletildi. DNS diisiik sicakliklarda
indirgen seker uglariyla reaksiyona girmediginden, kaynar su banyosuna konuldu.
3,5 DNS sicakta gekerlerin indirgen uglariyla reaksiyona girerek reaksiyonun
durmasim sagladii gibi aym zamanda renk olugumunu da saglamaktadir. Daha
sonra 3 ml distile su ile seyreltme yapilarak 489 nm ‘de spektrofotometrik §lgtim
yapildi.

2.8.1. Bernfeld Reaktifinin Hazirlanmasi:

20 g 3,5 dinitro salisilik asit 400 ml distile su i¢inde ¢6zlindii. Bagka bir
beherde 32 g / 300 ml NaOH ¢ozeltisi magnetik karistiric: ile karistirildi. Daha
sonra yavag yavas 3,5 dinitro salsilik asit tizerine eklendi. Bir siire sicak su
banyosunda bekletildi. Sonra 600 g Na-K-Tartarat azar azar eklendi. Hacim saf su
ile 2000 ml] ‘ye tamamland:1 (Bernfeld, 1955).
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2.9.Enzim Aktivitesi Uzerine Farkli SSF Kaynaklar Etkisinin Arastirilmas::
1500 pum boyunda olan muz kabugu, karpuz kabugu, kavun kabugu,
mercimek kepegi, bugday kepegi ve dar1 1.5 g tartilip her biri farkli 50 ml’lik
erlanmayer igerisine konuldu. Uzerlerine 5 ml tampon (0,1 M pH 8 Tris- HCI )
eklenip otoklavlandi.Daha sonra siv1 besiyerinden (NB) her birine 1’er ml bakteri
ekimi yapildi. Calkalayicida 37 °C’de 200 rpm’de 72 saatlik inkiibasyona
birakildi. Sonra Bernfeld yontemine gore o~ amilaz aktivite tayini yapild.

2.10. Enzim Aktivitesi Uzerine Degisik Inkiibasyon Siirelerinin Aragtiriimas:

1500 pm boyunda olan muz kabuklan alindi. 1,5 g tartilip tizerine 5 ml
tampon (0,1 M pH 8 Tris — HCI ) eklenip 6 farkli 50 mI’lik erlenmayer igerisine
eklenip otoklavlandi. Daha sonra sivi besiyerinden (NB) her birine 1’er ml bakteri
ekimi yapildi. Sonra 24. saatten 144. saate kadar her 24 saatlik siire sonunda
Bernfeld yontemine gore a-amilaz aktivite tayini yapildi.

2.11. Enzim Aktivitesi Uzerine Karbon Kaynaklar1 Etkisinin Arastiriimast :
Nisasta, mannoz, glukoz, galaktoz, arabinoz ve sukroz 0.03 g (kuru
agirhiga gére % 2 oraninda ) tartilip her biri ayr1 ayn steril tiiplere konuldu. Her
bir tlipiin tizerine 1 ml steril tampon (0,1 M pH 8 Tris — HCI ) ve s1v1 besiyerinden
1 ml bakteri eklendi. Daha sonra bu 2 ml &nceden otoklavladigimiz SSF’ye ekim
yapildi. Calkalayicida 37 °C’de 200 rpm’de 72 saatlik inkiibasyona birakildi.

Sonra Bernfeld yontemine gére a- amilaz aktivite tayini yapildi.

2.12. Enzim Aktivitesi Uzerine Azot Kaynaklar: Etkisinin Aragtiriimast :

1500 pm boyunda olan muz kabuklar alindi. 1,5 g muz kabugu ve 0.15 g
(kuru agirliga gére % 10 oraninda ) bacto casamino acid, bacto liver, amonyum
stilfat, iire, NH4Cl ve NH4NO3 tartdip her biri farkh 50 mP’lik erlenmayer
igerisine konulup tizerine 5 ml tampon (0,1 M pH 8 Tris — HCl ) eklenip
otoklavlandi. Daha sonra 1ml bakteri ekimi yapilda.

1,5 g 1500 um boyunda olan muz kabuklar tartilip tizerine 4 ml tampon
(0,1 M pH 8 Tris — HCI ) eklenip ( 50 mI’lik erlenmayer icerisine ) otoklavlandi.
0.15 g (kuru agirhiga gore % 10 oraninda) methionin ve 1ml steril tampon steril
bir tiip igerisine konuldu. Sonra 1 ml bakteri eklendi ve SSF’ye ekim yapild.
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Calkalayicidda 37 °C’de 200 rpm’de 72 saatlik inkiibasyona birakildi. Sonra
Bernfeld yontemine gore a- amilaz aktivite tayini yapildi.

2.13.0ptimum pH Tayini:

Enzim olarak NB besi yerinden elde edilen tist sivi kullanildi. Substrat
olarak kullandigimiz nigasta % 0,5 ‘lik olacak sekilde sirastyla sitrat asit (0,1 M
pH 4, 5 ve 6), Tris-HC1 (0,1 M pH 7, 8, ve 9) ve karbonat/bikarbonat (0,1 M pH
10, 11) tamponlan igerisinde hazirlandi. Daha sonra Bernfeld yontemine gore
aktivite tayini yapildi.

2.14.0ptimum Sicakhk Tayini:
Enzim olarak NB besi yerinden elde edilen tist siv1 kullamildi.Daha sonra
25 °C ‘den 5 °C’lik artan sicaklik araliklariyla 95°C dereceye kadar Bernfeld

yOntemine gére enzim aktivite tayini yapildi.

2.15. 60 °C’de Zamana Bagh Enzim Stabilite Tayini:

Enzim olarak NB besi yerinden elde edilen iist siv1 kullanildi. Daha sonra
60 °C’de her 15 dakikalik araliklarla 90. dakikaya kadar Bernfeld yntemine gore
enzim aktivite tayini yapildi.

2.16. Enzim Aktivitesi Uzerine Deterjanlarin Etkisinin Aragtirilmasi :

Enzim olarak NB besi yerinden elde edilen iist sivi kullanildi. % 0.5°1ik
deterjan ¢ozeltileri hazirlandi (Kamini, 1998). Her bir tiipe 200ul deterjan
cozeltisi, 200 pl % 0.5°lik nisasta ve 100ul enzim ¢6zeltisi ilave edildi. Sonra
Bernfeld yontemine gore, enzim aktivite tayini yapildi.

2.17. Elekroforez
2.17.1. Nondenatiire Poliakrilamid Jel Elektroforezi ( Laemmli )
Cozeltiler:

% 30 Akrilamid / % 0.8 bis akrilamid : 30 g akrilamid, 0,8 g bis akrilamid saf su
ile 100 ml ‘ye tamamlanr, filtre edilir. Koyu renkli sisede 4 °C ‘de saklanur.
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1.5 M Tris.HCI pH 8.8: 54,45 g Tris-base 150 ml ‘ye tamamlanir, 1IN HCl ile
pH 8.8’ getirilir hacim saf su ile 300 ml ‘ye tamamlanur, filtre edilerek , 4 °C ‘de
saklanir.

0.5 M Tris. HC1 pH 6.8: 6 g Tris-base 60 ml saf suda ¢6ziiniir, IN HCI ile pH
6,8 ‘e getirilir, hacim saf su ile 100 ml ‘ye tamamlanir, filtre edilerek, 4 °C ‘de
saklanur.

% 10’luk APS ( Amonyum per siilfat ) : 0,1 g APS saf su ile 1 ml ‘ye
tamamlanir. Taze olarak hazirlanmalidir.

Elektroforez Tamponu: 3 g Tris, 14,4 g glisin, 0.1 g SDS, 1000 ml saf su ilave
edilerek hazirlanir. 4 °C ‘de saklanar.

Iz boya ( 8rnek boya ) : 7 ml 0,1M Tris. HCI pH 6.8 , 3,6 ml gliserol, 1,2 mg
BFB ile 10 ml saf su ilave edilir. 1 ‘er ml olacak gekilde, ependorflara konarak -70
°C ‘de saklanir.

% 10°luk SDS: 0,1 g SDS saf suile 1 ml ‘ye tamamlanir.

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

Iyot Solusyonu: 14mM KI ve 10mM I2 saf su ile 50 ml’e tamamlamr.

2.17.1.1. Jelin Hazirlanmasi

Caligmalarimizda % 10°‘luk jel kullanildi. Ayirma jeli igin, 3,3 ml
akrilamid / bis akrilamid, 1,35 ml 0,1 M Tris. HCI (pH 8.8 ), 4.8 ml saf su, 75 pl
% 10 ‘luk APS (Amonyum per silfat), 7.5ul % 10’luk SDS, 660ul % 3’lik
nigasta ve 10 ul TEMED ‘den olusan aywma jeli buz igerisinde ve siirekli
magnetik karigtirici ile karigtirilarak hazirlandi.

Konsantrasyon jeli i¢in, 520ul akrilamid/bis akrilamid, 1 ml 0,1 M Tris.
HCI (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 igersinde ve karigtirilarak
yapildi.

Iki cam levha arasma 6 cm yiikseklikte ayirma jeli dokiildl, {izerine
pastor pipetiyle, su ile doyurulmus izopropanol konarak hava ile temas: kesildi.
Oda 1sisinda 30-60 dakika polimerizasyon gergeklesti. Polimerizasyon
gergeklestikten sonra izopropanol distile su ile yikandi. Kuyucuklarin olugmasi
i¢in tarak yerlestirildi ve konsantrasyon jeli dékiildii. Hava ile temasim kesmek
i¢in, tizerine izopropanol kondu. Oda sicaklifinda 30-45 dakika polimerizasyon

g6zlendi.
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2.17.1.2. Elektroforez islemi

Standart protein, ticari alfa-amilaz ( 0,005 g / ml)’den 30ul ve 20ul alindi.
Farkli ependorflar igerisine konulup iizerlerine 15’er pl iz boya eklendi.
Elektroforez yapilacagi zaman jelin {lizerindeki su alindi. Numunelerin +4 °C’de
10.000 rpm’de 10 dakika’ Iik santrifiijden sonra {ist sividaki enzim ¢ozeltisinden
40 pl alip bir ependorf igerisine konulup tizerlerine 15 pl iz boya eklendi.Ornekler
kuyucuklara konuldu. 1.00 mm’lik jele 40 mA akim verildi, ~2 saat sonra
elektroforez iglemi tamamlandi. Camlar arasindaki jel ¢ikarildiktan sonra, 1 saat
0.1 M Tris. HCI (pH 8)’ de bekletildi.Sonra tampon ¢ozeltisi dokiiliip {izerine iyot
soliisyonu eklenip yarim saat sonra incelemeye alindi (Laemmli, 1970; Matzka,
2000).
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3. BULGULAR
3.1. Farkh SSF Kaynaklarinda Bacillus sp.’de o-Amilaz Aktivitesi
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Sekil 3.1. Farkh SSF Kaynaklarinda Bacillus sp.’de a-Amilaz Aktivitesi

Sekil 3-1°de gortldiglh gibi muz, mercimek, bugday, dari, karpuz ve
kavun gibi farkli SSF kaynaklar1 Bacillus sp. tarafindan substrat olarak
kullanilarak a-amilaz aktivite tayini yapilmig ve sirayla enzim iiretimi agisindan
en fazla olandan en az olana dogru muz > karpuz > mercimek > bugday > kavun
> dar1 oldugu tespit edilmistir. En iyi sonu¢ muz kabugu iizerinde elde edilmis, en
diisiik sonug ise darida elde edilmistir. Muz kabugu iizerinde en yliksek aktivite
yakalandig i¢in bundan sonraki caligmalarimizda muz kabugu substrat olarak
kullanildi.
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3.2. inkiibasyon Degisik Siirelerinde a-Amilaz Aktivite Tayini
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Sekil 3.2. Inkiibasyon Degisik Siirelerinde a-Amilaz Aktivite Tayini

Muz kabugu tzerinde Bacillus sp. kullanarak degisik inkiibasyon
stirelerinde a-amilaz aktivite tayini yapilmustir. Sekil 3-2°de goriildiigii gibi 24 ile
72. saatler arasinda hizli bir enzim aktivite artis1 ve daha sonra 144. saate dogru
gittikce azalan bir egilim gostermektedir. Bu ylizden inkiibasyon stiresi 72. saat
olarak uygun goriilmiistiir.
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3.3. Farkh Karbon Kaynaklarinda Bacillus sp.’de a-Amilaz Aktivitesi
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Sekil 3.3. Farkh Karbon Kaynaklarinda Bacillus sp.’de a~Amilaz Aktivitesi

Kuru agirliga gére farkli karbon kaynaklar1 % 2 oraminda eklenerek a-
amilaz aktivite tayini yapilmugtir. Sekil3-3’de gortildiigti gibi kontrolle
kargilagtirildiginda nigasta amilaz aktivitesini arttirmistir. Sukroz kontrolle hemen
hemen aym g¢ikmistir. Bununla birlikte mannoz, arabinoz, galaktoz ve glukoz
kontrolden daha diisiik bir aktivite gdstermistir. En yiiksek aktivite nisastada en
diistik aktivite glukozda elde edilmistir.
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3.4. Farkh Azot Kaynaklarinda Bacillus sp.’de o-Amilaz Aktivitesi
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Sekil 3.4. Farkli Azot Kaynaklarinda Bacillus sp.’de a-Amilaz Aktivitesi

Kuru agirhiga gére farkli azot kaynaklart % 10 oraninda eklenerek a-
amilaz aktivite tayini yapilmstir. Sekil 3-4’de gorildiigli gibi kontrolle
kargilagtirildiginda casamino acids, bacto liver, amonyum siilfat ve methionin
kaynaklarinda daha ytiksek bir aktivite elde edilmigtir. Bunun yaninda, NH4Cl ve
NHsNOs kontrolden daha diisiik bir aktivite gdstermistir. Ure’de ise aktivite
goriilmemistir. En yilksek aktivite amonyum siilfatta en diisiik aktivite NH4CI’de
elde edilmigtir.
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3.5. Degisik pH Degerlerinde a-Amilaz Aktivite Tayini

14
1.2 4

1
0.8 -
06 -
04 -
0.2

Absorbans (489 nm)

Sekil 3.5. Degisik pH Degerlerinde a-Amilaz Aktivite Tayini

NB (% 0,3°liik nisasta ihtiva eden ) besiyerinde Bacillus sp. iiretilerek 24.
saatte besiyeri 10.000 rpm’de 5 dakika santrifiijlendi. Ust s1v1 (supernatant)’da pH
4 ile 11 aralig: test edilmigtir. Sekil 3-5°te goriildiigii gibi bu enzimin pH 4 ile 9
araliinda optimuma yakin aktivite gésterdigi goriilmektedir. Optimum pH: 6
olarak tespit edilmigtir.
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3.6. Degisik Sicakhk Arabklarinda a-Amilaz Aktivite Tayini
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Sekil 3.6. Degisik Sicakhik Araliklarinda a-Amilaz Aktivite Tayini

NB (% 0,3’liikk nisasta ihtiva eden) besiyerinde Bacillus sp. iretilerek 24.
saatte besiyeri 10.000 rpm’de 5 dakika santrifiijlendi. Ust sivida 25°C ile 95°C
arasinda o-amilaz aktivite testi yapildi. Sekil 3-6’da goriildiigli gibi enzim 55°C -
65°C’de optimuma yakin aktivite gosterdigi goriilmektedir. Optimum sicaklik
60°C olarak tespit edilmistir.
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3.7. 60 °C’de Zamana Bagh Enzim Stabilite Tayini
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Sekil 3.7. 60 °C’de Zamana Bagh Enzim Stabilite Tayini

NB (% 0,3’liik nisasta nisasta ihtiva eden) besiyerinde Bacillus sp.
tiretilerek 24. saatte besiyeri 10.000 rpm’de 5 dakika santrifiijlendi. 60°C’de
zamana bagli enzim stabilite 6l¢limii i¢in 30 ile 240 dakika arasinda a-amilaz
aktivite testi yapildi. Sekil 3-7°de goriildiigii gibi 30 dakika ile 90 dakika arasinda
enzim aktivitesinde bir artis gozlendi. 90 dakikadan sonra 240 dakikaya kadar

olan zaman diliminde, enzim aktivitesinde dereceli bir azalma goriilmektedir.
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3.8. % 0,2’lik Deterjanlarin a-Amilaz Aktivitesi Uzerine Etkisi
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Sekil 3.8. % 0,2’lik Deterjanlarn a-Amilaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

NB (% 0,3’liik nigasta ihtiva eden ) besiyerinde Bacillus sp. Uretilerek 24,
saatte besiyeri 10.000 rpm’de 5 dakika santrifiijlendi. Daha sonra % 2’lik
deterjanlarin ( SDS, Omo Matik ve CHAPS) enzim aktivitesi {izerine olan etkisi
zaman bagli olarak 15 ile 90 dakikalik zaman araliginda o-amilaz aktivite tayinine
bakilmig, Sekil 3-8°de goriildiigii gibi inhibisyon etkisi SDS > Omo Matik >
CHAPS tizerinde oldugu goriilmektedir.
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3.9. a-Amilazin Elektroforetik Analizi:

Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra yapilan incelemede Bacillus
sp.’deki a — amilazin Resim-1’de goriildiigii gibi molekiil agirligi 58.000
dalton’dan biiytik oldugu tespit edildi.
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4. TARTISMA SONUC

Krishna ve Chandrasekaran (1996), muz sap1 ve bugday kepegi Bacillus
subtilis CBTK 106 bakterisi tarafindan substrat olarak kullanilarak SSF yontemine
gbre o-amilaz iiretimine bakmiglar ve muz sapinda yaklasik olarak bugday
kepegine oranla 2.76 kat daha fazla a-amilaz tiretimi elde etmislerdir.

Bu ¢alismada ise muz, mercimek, bugday, dari, karpuz ve kavun Bacillus
sp. bakterisi tarafindan substrat olarak kullanilarak SSF y6ntemine gore a- amilaz
aktivitesi yapilmis ve enzim iiretimi agisindan en fazla olandan en az olana dogru
Sekil-1’de goriildiigii gibi muz > karpuz > mercimek> bugday > kavun > dan
olarak bulunmugtur. Bu bize muz kabugunun Bacillus sp.” de - amilaz tiretimi
i¢in diger substratlara nazaran daha uygun bir kaynak oldugunu géstermektedir.

SSF’de kullanilan baglica substratlar piring, bugday, dari, misir ve soya
fasulyesidir. Bu ¢alisma ile muz kabugunun da kat1 substrat olarak kullanilmasi
biiyiik 6lgiide endiistriyel enzimlerin {iretilmesini ve ayrica g¢evre sorunlarma yol
agan bu atiklarin, hem ekonomik hem de giivenli sekilde degerlendirilebilecegini
gostermektedir.

Ramachandra ve ark. (2004), COC (Coconat oil cake) Aspergillus oryzae
tarafindan substrat olarak kullanilarak, SSF yontemiyle en yiiksek o - amilaz
tiretiminin 72. saatte oldugunu tespit etmislerdir.

Mulimani ve ark. (2000), SSF yontemiyle, Gibberella fujikuroi tarafindan
bugday kepegi substrat olarak kullamlarak en yiiksek a-amilaz aktivitesinin 120.
saatte elde edildigini tespit etmislerdir.

Babu ve Satyanarayana (1995), SSF yontemiyle Bacillus coagulans B49
bakterisini kullanarak bugday kepeginde 24. saatten 120. saate kadar degisik
inkiibasyon siirelerinde a-amilaz aktivite tayini yapmiglar, en yiiksek enzim
aktivitesini 72. saatte yakalamiglardur.

Bu ¢alismada ise muz kabugu iizerinde Bacillus sp. kullanilarak degisik
inkiibasyon siirelerinde a-amilaz iiretiminin tespiti i¢in aktivite tayini yapilmugtir.
Sonugta Sekil 3-2°de goriildiigii gibi 24. saat ile 72. saatler arasinda hizl: artan bir
enzim aktivitesi goriilmiis ve daha sonra 144. saate dogru gittikce azalan bir
egilim gostermektedir. Bu ylizden inkiibasyon siiresi 72. saat olarak tespit
edilmistir. Genelde SSF yonteminde alfa- amilaz tiretiminin en fazla oldugu siire
24, saat ile 48. saatlerdir ( Lonsane ve Ramesh , 1990 ).
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Ramachandra ve ark. (2004), COC (Coconat oil cake) Aspergillus oryzae
tarafindan substrat olarak kullanilarak, SSF yontemiyle % 2 seker ilavesinden
sonra Ozellikle nisastanin a-amilaz aktivitesini arttirdifni ve sukrozun enzim
aktivitesinde higbir etkisinin olmadigini tespit etmislerdir.

Mulimani ve arkadaglari, (2000) SSF yontemiyle Gibberella fujikuroi
tarafindan bugday kepedi substrat olarak kullamilarak % 1°lik glukozun
kontrolden diislik ¢iktigini tespit etmislerdir.

Krishna ve Chandrasekanon (1996), muz sap1 Bacillus subtilis CBTK 106
tarafindan substrat olarak kullanilarak, SSF yontemiyle % 0.1°’lik nisasta
eklentisinin o-amilaz sentezini uyardifim tespit etmiglerdir. Ayrica glukoz
ilavesinde o - amilaz aktivitesinin gortilmedigini tespit etmislerdir.

Bu c¢alismada ise kuru agirliga gore karbon kaynaklari % 2 oraninda
eklenerek o- amilaz aktivite tayinine bakilmigtir. Caligmada Sekil 3-3’te
goriildiigt gibi nigasta varlifinda en yiiksek aktivite elde edildi. Sukroz kontrolle
yakin, bununla birlikte mannoz, arabinoz, galaktoz ve glukozun kontrole gére
enzim {iretimini diigtirdiigti gozlendi.Yiiksek aktivitenin sukroz ve nisastanin a -
amilazla hidrojen bag1 yapma 6zelliklerine sahip olmalariyla agiklayabiliriz. Buna
kargin, diisiik molekiil agirlikli sekerlerin represyondan dolay: a-amilaz sentezini
yavaslattig: diistintilmektedir (Baysal, 2003 ).

Ramachandra ve ark. (2004), COC (Coconat oil cake) Aspergillus oryzae
tarafindan substrat olarak kullanarak SSF ydntemiyle azot kaynag: olarak % 1°lik
amonyum siilfatin o- amilaz aktivitesini uyardigin tespit etmiglerdir.

Mulimani ve ark. (2000), SSF yontemiyle Gibberella fujikuroi tarafindan
bugday kepegi substrat olarak kullamilarak azot kaynagi olarak % 2.5°lik
amonyum siilfat ilavesinde en yiiksek a- amilaz aktivitesi elde etmiglerdir.

Pederson ve Nielsen (2000), Babu ve Satyanarayana, (1993) besiyeri
ortaminda, bakterilerin protein, peptid ve pepton gibi bilesenleri kullanarak ekzo
enzim sentezinin arttifn g6ézlenmistir. Bununla birlikte organik ve kompleks azot
kaynaklarimin inorganik azot kaynaklarina nazaran amilaz {iretimini arttirdif
belirlenmistir.

Krishna ve Chandrasekanon, (1996) muz sap1 Bacillus subtilis CBTK 106
tarafindan substrat olarak kullamlarak SSF yo6ntemiyle azot kaynag: olarak %
1’lik amonyum siilfatin o- amilaz aktivitesini arttirdigini tespit etmislerdir.
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Bu ¢aligmada ise kuru agirliga gore farkli azot kaynaklart % 10 oraninda
eklenerek a-amilaz aktivite tayinine bakilmugtir. Sekil 3-4’de gériildiigii gibi
kontrolle karsilagtinldiginda casamino acids, bacto liver, amonyum siilfat ve
methionin kaynaklarinda daha yliksek bir aktivite elde edilmistir. Bunun yaninda
NH4CI, NH4NO3 kontrolden daha diigiik bir aktivite gostermistir. Ure’de ise
aktivite goOrtilmemigtir. Casamino acid, bacto liver ve methioninde o-amilaz
aktivitesinin daha yilksek ¢ikmasi , enzim sentezi sirasinda bakterinin organik
azot kaynaklarim kullanarak ekzoenzim sentezini arttirmas: ile agiklanabilir.

Messaoud ve ark. (2004), Bacillus subtilis US116 tarafindan salgilanan o-
amilazin optimum pH’sim1 6 olarak tespit etmislerdir.

Soni ve ark. (2003), Bacilus sp. SAI ve Aspergillus sp. AS-2’ de SSF
yontemiyle elde ettikleri o~ amilazin optimum pH’si 6 olarak tespit etmiglerdir.

Hamilton ve ark. (1999), Bacillus sp. IMD 435 tarafindan salgilanan a-
amilazin optimum pH’s1 6 olarak tespit edilmistir.

Bolton ve ark. (1997), Bacillus flavothermus tarafindan salgilanan a-
amilaz1 saflagtirmiglar ve bu enzimin maksimum aktiviteyi pH 5.5-6’da
gOsterdigini tespit etmiglerdir.

Bacillus sp.’nin iretildigi NB ortaminda o — amilaz aktivitesi 4 ile 11
araliinda test edlmistir.Enzim Sekil 3-5’te gortildiigii gibi pH 4 ile 9 araliginda
optimuma yakin aktivite g6sterdigi goriilmektedir. Optimum pH 6 olarak tespit
edilmigtir. Enzim pH 6- 9 arahginda yliksek aktivite gOsterdiginden gesitli
endfistri dallarinda kullamlabilme potansiyeline sahiptir. Omegin pH 9 gibi alkali
ortamda yiiksek aktiviteye sahip oldugundan deterjan sanayinde kullanilabilecegi
agikardur.

Kilig ve Ozbek (2004), musir, piring ve bugday nigastasimin enzimatik
hidrolizi tizerinde sicaklifin etkilerini Bacillus sp., A. oryzae ve Bacillus
licheniformis’ten izole edilen ticari amilazlar iizerinde ¢aligmiglar ve optimum
aktivitei 50 -60 °C arasimdaki swakhklardé oldugunu tespit etmislerdir.

Messaoud ve ark. (2004), Bacillus subtilis US116 tarafindan salgilanan a-
amilazin optimum sicakliginin 65 °C oldugunu tespit etmiglerdir.

Hamilton ve ark. (1999), Bacillus sp. IMD 435 tarafindan salgilanan a-
amilazin optimum sicakligini 65 °C olarak tespit etmislerdir.
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Bolton ve ark (1997), Bacillus flavothermus tarafindan salgilanan o-
amilazin optimum sicakligmi 60 °C olarak tespit etmislerdir.

Bu caligmada ise NB (% 0,3’liik nisasta ihtiva eden ) besiyerinde 24 saat
tiretilen Bacillus sp.’nin st sivisinda 25°C ile 95°C arasinda a- amilaz aktivite
testi yapildi. Enzimin, Sekil 3-6’da goriildiigti gibi 55°C - 65°C’de optimuma
yakin aktivite gosterdigi goriilmektedir. Optimum sicaklik, 60°C olarak tespit
edilmigtir. Yiiksek sicakliklara dayaniklt oldugundan enzim nisastanin
sekerlestirilmesinde, deterjan sanayinde, kagit sanayisinde ve tekstil sanayinde
kullanilabilecektir.

Bacillus licheniformis mezofilik bir bakteridir (Kandra, 2003). Bu
bakteriden salgilanan a- amilazin yiiksek sicakliklarda aktiviteye sahiptir. Bizim
calistifimiz Bacillus sp’ de mezofilik bir bakteri olmasina ragmen salgilanan a. -
amilaz benzer gekilde yiiksek sicakliklarda aktivite gostermektedir.

Messaoud ve ark. (2004), Bacillus subtilis US116 tarafindan salgilanan o-
amilazin yan émiirliik siiresini 70 °C’de 3 saat 65 °C’de § saat civarinda oldugunu
tespit etmislerdir.

Soni ve ark. (2003), Bacilus sp. SAI ve Aspergillus sp. AS-2’ de bugday
kepegi iizerinde SSF yontemiyle elde ettikleri a- amilazin yar1 miirliikk stiresini
50 °C’de 50 dakika, 65 °C’de 40 dakika, 70 °C’de 30 dakika ve 75 °C’de 15
dakika civarinda oldugunu tespit etmiglerdir.

Bu caligmada, 60°C’de zamana bagli enzim stabilite Slgtimii i¢in 30 ile
240 dakika arasinda o- amilaz aktivite testi yapildi. Sekil 3-7°de goriildiigli gibi
30 dakika ile 90 dakika arasinda enzim aktivitesinde bir artig gozlendi. 90
dakikadan sonra 240 dakikaya kadar olan zaman diliminde enzim aktivitesinde
dereceli bir azalma goriilmektedir. En yliksek aktivite 90. dakikada olup 240
dakika sonunda enzim aktivitesinde ¢ok az bir kaybin oldugu goriilmiistiir.

% 2’lik deterjanlarin ( SDS, omo matik ve CHAPS) enzim aktivitesi
lizerine olan etkisi zamana bagl olarak 15 ile 90 dakikalik zaman aralifinda test
edilmigtir. Sekil 3-8°de goriildiigii gibi SDS’de, kontrole gore, 15. dakikada %
51.5’lik bir inhibisyon goriilitken 90. dakikada % 30.2°’lik bir inhibisyon
goriilmiigtii. CHAPS’da 15. dakikada, kontrole gére % 26.5°lik bir inhibisyon
goriliirken 90. dakikada % 17.3°likk bir inhibisyon goériilmiistiir. Omo Matik’te
15. dakikada  kontrole gére % 41.6’lik bir inhibisyon goriiliirken 90. dakikada
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% 20.2’lik bir inhibisyon goriilmiigtiir. Sonugta bakteriyal amilazin deterjanlar ile
etkilesiminde, artan siire ile beraber 6nemli bir stabilite kazandiklar1 gériilmusgtiir.
Enzimin stabilite testi ve deterjanlarin etkisi {izerine yapilan testlerden goériilecegi
gibi ticari olarak deterjan sanayinde kullanilabilecegi goriilmektedir.

Messaoud ve ark (2004), Bacillus subtilis US116 tarafindan liretilen a-
amilazin, molekiil agirligini 60.000 dalton olarak bulmuslardir.

Olesan ve ark. ( 2000 ), Bacillus clausii BT-21’den salgilanan a-amilazin
molekiil agirligimi 101.000 dalton olarak bulmuglardir.

Mamo ve ark. (1999), Bacillus sp. WN11 susu tarafindan salgilanan Amyl
ve Amyll diye adlandirilan degisik iki oa-amilaz saflagtirmiglardir. Bunlarmn
sirasina  gore molekiil agirliini yaklagik 76.000 ve 53.000 dalton olarak
bulmuslardr.

Mc Tigue ve ark (1995), alkofilik Bacillus sp. IMD 370 tarafindan
salgilanan o~ amilazin molekiil agirhigim yaklagik olarak 159.000 dalton olarak
bulmusglardur.

Yaptigimiz non-denatiire poliakrilamid jel elektroforezi deneyinde jel( pH
8.8 ) igerisine nisasta ekledik. Diger taraftan elektroforez iglemi sonunda jelimizi
iyot sollisyonu igerisine biraktik. Iyot soliisyonu nisasta ile mor renk olugturdugu
bilinmektedir. Bu prensipten yola ¢ikarak kuyucuklara yerlestirdigimiz standart a-
amilazlar ve Bacillus sp. amilazznin ( pH 6-9 optimuma yakin aktivite)
ilerledikleri yerlerde kismen nisasta parcalandigi icin renk olusumunu hafif agik
ancak elektroforez islemi sonunda standart amilazlarin ve Bacillus sp. amilazinin
bulundugu yerler daha ac¢ik oldugu goriildi. Bu da, enzimin yer aldigi bant
kisminda nigasanin pargalandifi ve iyotla boyanmanin s6z konusu olmadifin
gostermektedir. Resim-1°de standart amilazlar ile Bacillus sp. amilazim
kargilagtirdigimizda enzimimizin molekiil agirhgmn 58.000 dalton’dan daha agir
oldugunu tespit ettik.
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Kuyucuklar: 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Bacillus sp.

milaz

Resim 1: NB besi yerinde 24 saat 37 °C 200 rpm’de iiretilen Bacillus sp.’nin ist

sivi elektroforez bant profilleri.

Soldan saga sirayla: 0.005g / mI’lik ticari a-amilaz (58.000 Dalton ) 30pl (1-3)
ve 20ul (5), Bacillus sp. amilaz1 (6,8)



50

7. 0ZGECMIS

15.07.1977 Yilinda Gaziantep’in Nizip ilgesinde dogdum
1984-1989 Nizip Cumhuriyet {lkokulu’nda okudum
1989-1996 Nizip Hasan Capan Anadolu Lise’sinde okudum
1998-2002 D.U. Fen-Edb. Fak. Biyoloji Béliimiinde okudum

2002 D.U. Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dal’inda Yiiksek

Lisans Programim kazandim.



