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Tiirkiye’nin degisik bolgelerinden termostabil a-amilaz iireten Bacillus sp.

tiirlerinin izolasyonu, karakterizasyonu ve a-amilaz geninin klonlanmasi

OZET

Bu calisma kapsaminda Tiirkiye’nin degisik bolgelerindeki dogal sicak su
kaynaklarindan (kaplica kaynaklarindan) su 6rnekleri toplanmis ve bu drneklerden
thermostabil a-amilaz iireten termofilik Bacillus’lar (optimum iireme sicakligi >
50°C olan termofilik Bacillus tiirleri) izole edilmistir ve Bacillus sp. OZ1 susunda
a-amilaz enzim aktivitesi DNS yontemi ile belirlenmistir. Bununla beraber, o-
amilaz enzim iretiminden sorumlu olan “Amy E” geni uygun primerlerin
kullanim1 ile uygun kosullar altinda Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile (PCR)
cogaltilarak pBR322 pilazmid vektdriine takilarak uygun konukcu hiicre olan ve
CaCl, ile alict hale getirilen E. coli DHo susuna aktarilmis ve genin konukgu
hiicrede ifadesi gozlemlenmistir. Rekombinant pilazmidi tastyan kolonilerin

enzim aktivitesi belirlenerek mature enzim aktivitesi ile kiyaslanmustir.

Anahtar Kelimeler: Amy E, a-amilaz, gen klonlanmasi, PCR, Termofil Bacillus

sp., termostabil enzim



Isolation and characterization of a -amylase producing Bacillus sp. isolated

from different areas of Turkey and cloning of a -amylase gene

ABSTRACT

In this work, water samples were collected from nature thermal springs located
different areas of Turkey and from these samples, alpha amylase producing
thermophile Bacillus sp (optimum growth temperature of > 50°C) were isolated
and among these isolates, o-amylase enzyme activity of Bacillus sp. OZ1 was
determined by DNS method. Besides, the “AmyE” gene (associated with
production of a-amylase) which was amplified by PCR (polymerase chain
reaction) reaction by use of suitable primers was cloned into pBR322 vector DNA
and transformed into suitable host E.coli DHa which made competent by CaCl,.
Following transformation, the expression of gene in host cell was observed.
Moreover, the enzyme activities of colonies carrying recombinant plasmid were

determined and compared with that of mature enzyme.

Anahtar Kelimeler: Amy E, a-amylase, gene cloning, PCR, thermophile Bacillus

sp., thermostabile enzyme
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TESEKKUR

10.11.1978 yilindan 01.27. 2006 tarihine kadar benimle olan, basta insan olmanin
sonra egitim ve Ogrenimin degerini bana 6greten her konuda bana destek olan
hayati ve yasadiklar ile her zaman gurur duydugum benim bu giinlere gelmemi
saglayan, bundan sonraki yasamimda da varligin1 ve destegini her zaman yanimda
hissedecegim ¢ok degerli babam Cemal SIMSEK e, her tiirlii sikintim1 benimle
paylasan, her zaman arkamda olan her zaman gurur duydugum cok degerli annem
Hiisniye SIMSEK’e de beni bu giinlere getirdigi icin tesekkiir ediyorum.
Ablalarim Mehtap SIMSEK SAHIN, Serap SIMSEK CALT, Sevtap SIMSEK
OZTURK ’e ¢ocuklugumdan bu giine kadar basarilari, yaptiklar1 ve insanliklar1 ile
dogru Ornek olduklart i¢in ve her zaman yanimda olup yol gosterdikleri,

destekledikleri i¢in tesekkiir ediyorum.

Ogrenim hayatimda ¢esitli sifatlarda bir ¢ok 0Ogretim iiyesini tanima,
degerlendirme ve kiyaslama firsati buldum. Bilgisi ve kisiligine saygi duydugum
bir ka¢ degerli hocam oldu. Bunlarin en basinda bana giivenip bana inanarak beni
danigmanhigina kabul eden, laboratuvarinda calistigim siire igerisinde
laboratuvarinin biitiin imkanlarin1 bana agan, bilgisini, yardimin1 ve manevi
destegini benden esirgemeyen, birlikte bir cok sorun astigimiz ¢ok degerli hocam
Dog. Dr. Ozlem OSMANAGAOGLU gelmektedir. Bununla birlikte laboratuarda
calismis oldugum siire icerisinde benden bilgilerini ve yardimlarini esirgemeyen
degerli arakadaslarim Fadime KIRAN, ilknur ALTUNTAS, Tuliz YILDIRIM’la
dostlugumuzun ve bilimsel paylasimimizin temelini atmis olduk. Laboratuvarda
sabahlara kadar beni yalniz birakmayan hem c¢alisip hem eglendigimiz bu essiz
laboratuvar ekibi ile ¢alismaktan biiyiik keyif aldim. Zaman zaman c¢aligmaktan
yorulup ne yapacaklarini sasirip alevli meyveler hazirlayarak kendime gelmemi
saglayan arkadaslarim, hepsinin ayri ayri destegini géormek beni daha giiclii yapti.
Tezimi hazirladigim siire igerisinde bana destek olan degerli arkadasim Ediz

DEMIRTAS'a desteginden dolay tesekkiir ediyorum.
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1.1 Ticari olarak pazarda yer alan amilazlar

X1v



1. GIRIS

1.1. Termostabil Alfa Amilaz Enziminin Yapisi

Enzim komisyonu (E.C.) enzimlerin siniflandirilmasini, katalizledikleri
reaksiyonlara gore yapar. Alfa Amilaz enzimi i¢in bu numara “3.2.1.1” olup sergiledigi
reaksiyon 1-4 alfa glukozidik baglarin oligosakkaritlerde ve polisakkaritlerde hidrolizidir

(Sekil 1.1)(Nielsen ve Borchert 2000).

Farkli kaynaklardan elde edilen alfa amilazlarin aminoasit sekanslari bunlarin

cesitliligini ortaya koyar (Asghari et al 2004).

Bakteriyel alfa amilaz Okaryotik benzerlerinden agik aralikla uzaktir. Yapilan
sekans calismalarinda pankreatik alfa amilaz ile bakteriyel alfa amilaz arasinda %15-20
benzerlik bulunmustur. Yalmizca Alteromonas haloplanctis' in alfa amilaz1 ile %50

benzerlik oldugu goriilmiistiir (Nielsen ve Borchert 2000).

0—Glu—-0—Glu—OH
AMILAZ L

Maltoz
0—Glu—-0—|Glu—0—Glu-0—{Glu—0— + Hy0 — n
Amiloz HO{Glu—O—Glu—O—
Maltoz

Sekil 1.1 Amilaz enziminin katalizledigi reaksiyon

Alfa amilaz1 kodlayan gen yaklasik 1845 bp agik okuma cergevesi iceren 613
aminoasitlik protein kodlayan bir bolgedir. Yaklasik 69 kD’dur (Lo ef al 2001).



Bununla beraber memeli ve bakteriyel alfa amilazin her ikisinde de korunmus
A,B,C bolgeleri oldugu, yapilan x-ray ¢alismalarinda gosterilmistir (Sekil 1.2)(Nielsen ve
Borchert 2000).

Sekil 1.2 Termostabil Alfa Amilaz enziminin ti¢ boyutlu yapisi

Bakteriyel alfa amilazlar arasindaki sekans benzerligine bakildiginda Bacillus
Licheniformis (BLA) ve Bacillus amyloliquefaciens (BLA) arasinda %80; Bacillus
Stearothermophillus (BStA) ile (BLA) arasinda %65 benzerlik bulunmustur (Nielsen et al
2003). Yapisal benzerliklerine karsin bu enzimlerin termal dayanikliliklar1 ve yar1 dmiirleri
farklidur.

Biitiin bu bilinen alfa amilazlar korunmus Ca™* bélgeleri igerirler ve bunlar A ve B
bolgelerinin i¢ yiizeyinde bulunur. Aktif bolgede olmasa bile direk olarak katalize istirak
ederler (Nielsen ve Borchert 2000, Nielsen et al 2003).

Bununla beraber bir diger kalsiyum baglama bolgesi (BAA)’da A ve C' nin i¢
yliziinde bulunmustur (Nielsen er al 2003). Alfa amilazlarin ¢ogunda kalsiyum aktif
bolgede bulunmustur (Nielsen ve Borchert 2000).



Alfa Amilaz enziminin karakteristigi ve kalsiyum gereksinimi, yapisal biitiinligi
ile ilgili olup kalsiyum iyonlarinin ¢ikarilmasi termostabilite de ve enzimatik aktivitede
azalma ile kendini gosterir. Bacillus sp. cinslerinden elde edilen alfa amilazlarin termal
inaktivasyonu buna bagli olarak iki asamali bir prosestir. Ilk asamada geri déniisiimlii
olarak kalsiyum iyonlarinin ayrilmasi s6z konusudur. Bunu takip eden ikinci adim

tersinmez denatiirasyondur (Nielsen ez al 2003).

1.2. Termostabil Alfa Amilazin Termal Stabilitesi

Alfa amilaz igeren endiistriyel proseslerin ¢ogunun gergeklestigi kosullarda alfa
amilazin inaktivasyonu i¢in bir¢ok neden vardir. Bu uygulamalardaki yiiksek sicakliklarda
yapilan inkiibasyon, ekstrem pH’lar, metal iyon keltalayicilari, oksidasyon, proteinin

yapisindaki katlanmalarin agilmast dolayisi ile denatiirasyona neden olmaktadir.

Alfa amilazin termodinamik olarak stabilitesinin Ol¢iimii proteinin katlanmis ve
katlanmamis hali arasindaki serbest enerji “AG” ile Slgiiliir. Ancak delta G tam olarak
belirlenememistir. Ciinkli alfa amilazin katlanmis durumdaki hali invitro olarak geri
dontistimstizdiir. Bacillus sp.’e ait alfa amilazin termoinaktivasyonunun iki asamali bir
proses oldugu invitro calismalar sonucunda bulunmustur. Ilki erken safha olup geri
dontigiimlii katlanmalarin agildigi bir asamadir. Bolgesel olarak katlanmalarin agilmasi
gdzlenir. Ikincisi ise tersinmez geri doniisiimsiiz katlanmalarin agilmasi ve tersinmez

denatiirasyonun goriildiigii asamadir (Nielsen ve Borchert 2000).

Yapilan c¢aligmalarda alfa amilazin ¢ogunun hiicre disi enzimler oldugu
bulunmasina karsin, son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda hiicre i¢i alfa amilaz enziminin

de varlig1 ortaya konulmustur (Liebel ez al 1997).
1.3. Termostabil Alfa Amilaz Enziminin Onemi
Termostabil enzimler ¢evreyi kirletici ajanlar1 azaltarak biyodegredasyon yoluyla,

prosesleri ekonomiklestirmek ve daha verimli hale getirmek amaci ile kullanilir (Fujiwara

2002).



Termostabil alfa amilazlar bu amagla kullanilan enzimlere bir Ornektir. Sayisiz
mikroorganizma i¢inde bakteri, mantar ve mayalarinda bulundugu, nisastayr degrede
edebilen alfa 1-4 ve alfa 1-6 baglarin1 kirma yetenegine sahip enzimler iiretirler (Fujiwara

2002).

Termofil ve hipertermofil mikroorganizmalarda amilolitik enzimlerin karakterize
edilmesinde verilen Onem gittikce artmaktadir. Bunlar yalmizca biyoteknolojik
potansiyelleri i¢in degil birde termostabilite ¢alismalarinda kullanilmak tizere iyi bir model
olmalartyla da arastirmalarin  odagi olmaktadirlar. Termostabilite mekanizmalari
alisitimamis daha termostabil 6zellikte enzimlerin gelistirilmesi amaci ile de protein
miihendisligi calismalarinda model olarak kullanilmaktadir (Leveque ef al 2000). Besin
maddesi igerigi olarak kullanilan en popiiler polisakkarit nisastadir (Kuruki ve Imanaka

1999).

Enzim stabilitesinden dolay1 endiistriyel proseslerin gerektirdigi hasin, zorlu
kosullardaki reaksiyonlar i¢in mezofillerle calismak tercih edilmez. Bu enzimlerin kesfi
biyokataliz alaninda biiyilk bir etki yaratmistir. Sonugta bu enzimler mezofilik
benzerlerinin yasayamadigi kosullarda essiz biyokatalistlerdir (Demirjian ez al 2001).
Hiicre ici enzim olan alfa amilaz hiicre dis1 enzimlere gére daha termostabildir (Cowan

1997).

Alfa amilazin endiistriyel énemi bu enzim ile yapilan ¢aligmalarin popiilaritesini
artirmistir (Laderman et al 1993). Alfa amilaz giiclii bir hidrolitik enzimdir ancak bir
icten etkili enzim olan CGTase (Siklodekstringlukotransferaz) alfa amilaza gore diisiik
hidrolitik ozelliktedir Ciinkii distan etkili bir enzimdir. Thermoanaerobacter ve

Thermoanaerobacterium thermosulfurigenes’ ten elde edilmistir (Leemhuis ez al 2002).

CGTase (E.C.2.4.1.19.) nisastay1 siklodekstrinlere ¢evirir. Bu yapilar genis olciide
yiyecek, kozmetik ve ila¢ endiistrisinde kullanilir. CGTase ile alfa amilazin katlanmalari
cok benzerdir. Aktif merkez A bolgesindedir, aminoasit sekanslari ise diisiik benzerlik

gosterir ve yaklasik 70-75 kDa’ dir (Wind et al 1995 ).

Termofil 6zellikteki mikroorganizmalardan elde edilen termostabil enzimler kalitsal

stabilitelerinden dolay1 bir¢ok ticari uygulamada kullanilmaktadir. En genis kullanim



alanina sahip termostabil enzim alfa amilazdir. Alfa amilazin mezofilik ve termofilik
benzerleri incelendiginde katlanmis durumda olan daha yiliksek yapisal esneklik
gostermistir. Buda entropik stabilizasyondan sorumludur. Amilolitik termostabil enzimler
kullanilarak tek adimli islemler ile glukoz iiretiminin maliyeti diistiriliip kaliteli iiriin

iiretme orani arttirilmasi hedeflenmektedir (Haki ve Raksit 2003).

Termostabil alfa amilaz kullanimi ile islemlerdeki yiiksek sicakliklarda bakteriyel

ve viral kontaminasyon riski en aza iner (Fujiwara 2002).

Alfa amilaz enziminin yiiksek sicakliklara adapte olma o6zelligi genetik olarak
kodlanmistir. Biyofiziksel ve yapisal ¢aligmalarin ortaya koydugu modeller gosterir ki, bu
adaptasyon bir dizi modifikasyon sonucunda ortaya ¢ikmaktadir. Bunun sonucunda termal
stabilite artmakla beraber proteinlerin rijit ve dayanikli yapisi denaturasyona karsi

dayanikli hale gelir (Eichler 2001).

1.4. Termostabil Alfa Amilaz Enziminin Endiistrideki Yeri

Ticari olarak piyasaya siiriilen Beta amilazlarin optimal aktivasyonu 60°C civarinda
olup farkli Bacillus sp. tiirlerinden izole edilmistir. ‘Termamil ve Fungamil’ ticari olarak
satilan iki iyi bilinen amilolitik enzimdir. Bunlar Diinya ¢apinda glukoz surubu ve farkli
derecelerde dekstroz iceren dekstroz suruplarinin eldesinde kullanilir (Haki ve Raksit

2003).

Amag¢ ayni prosesin farkli termofil ve hipertermofil mikroorganizmalar ile
mezofilik benzerlerinin karsilastirilmali ¢aligmalariyla tek bir organizma ile tiim islem

basamaklarin yerine gegebilecek tek bir basamak elde etmektir (Stetter 1999).

Termostabil alfa amilazlarin termostabilite ve aktivite i¢in kalsiyum iyonlarina
gerek duymamasi mezofilik alfa amilazlardan termofilik amilazlar1 ayiran bir diger 6nemli

noktadir (Laderman et al 1993).

Nisasta endiistrisinin géz 6niinde bulundurdug bir diger dnemli nokta aktivitesi ig¢in
kalsiyum iyonuna gerek duyan alfa amilazlarin yarattig1 problemlerdir. Bunlar kalsiyum

oksalat kristallerine doniigerek prosesteki borularin tikanmasina sicaklik degistiricilerinin



bozulmasina neden olmaktadirlar. Kalsiyum bagimli olan alfa amilaz iiretimi girisimleri
termofillerden protein miihendisligi ile ileri biyoteknolojik teknikler kullamilarak “site-
directed mutagenesis” yolu ile yiiksek derecede Kalsiyum bagimsiz termostabil alfa amilaz
elde edilmistir. Bu enzim ‘Termamyl LC’ olup ticari olarak patentlidir (Haki ve Raksit

2003).

P. woesei’ den tretilen alfa amilaz 40-130°C arasinda aktivite gosterir. P furiosus’
tan iretilen termostabil amilolitik enzim yalnizca kompleks polisakkaritlerin varliginda
etkilidir. Bu enzim optimal aktivitesini 100°C’ de gostermektedir. Cok stabil alfa
glikosidaz ise ¢ok ¢esitli denatiire edici ajanlarin varliginda (100mM dihidrotreitol ve 1M

ire vb.) oldukca dikkat ¢ekici termal stabilite gosterir (Fujiwara 2002).

Yapilan girisimlerin arastirmalarin ¢ogunun temelinde endiistrideki bu ihtiyaca
cevap verebilmek i¢in farkli kaynaklardan farkli Ozellikler gosteren temofil ve
hipertermofil bakterilerin izole edilip tanimlanmasi ve stabil enzimlerin ortaya ¢ikartilmast

yatmaktadir (Haki ve Raksit 2003).

Bunun endiistriyel kullanimlarina P. Furiosus’dan elde edilen ‘Pfu’ ve T. Maritima’
dan elde edilen ‘UIT ma’ hata diizeltme sirasindaki yiiksek yararliligindan dolay1 ticari

olarak kullanima sunulmus termostabil enzimlerdir.

Gelecekte hipertermofillerin ve termofillerin karakterize edilmis biitiin varyeteleri
sahip olduklar ¢ok cesitli 6zellikleri géz Oniine alinarak enzimatik proseslerde enzim
kaynagi olarak kullanilacaktir. Bu konu ile ilgili enzim profilleri ve kaynaginin

karakterizasyonlarinin yapildig1 aragtirmalar stirmektedir (Huber ve Stetter 1998).

1.5. Termostabil Alfa Amilaz Enziminin Endiistrideki Kullanim Alanlari

1.5.1. Alfa Amilaz ve Nisasta Endiistrisi

Nisasta kompleks yapisindan dolay1 depolarizasyon i¢in uygun kombinasyonlarda

enzime gerek duymaktadir. Depolimerizasyon polimerin oligosakkaritlere ve kiiciik

sekerlere glukoz ve mannoz gibi ayrilmasi islemidir (Bertoldo ve Antranikian 2002).



Nisastadan endiistriyel glukoz {iretimi amilolitik enzimlerden olusan iki agamali bir
prosestir. Her bir enzimin nigasta lizerindeki etkisi farklidir. Jelatinizasyondan sonraki ilk
asama olan likitlestirmede konsantre nisasta siispansiyonu’nun %30-40’1 polimerizasyonun
farkli derecelerinde ¢odziinebilir dekstrin soliisyonuna ¢evrilir. Ikinci asama boyunca

sakkarifikasyonda dekstrinler glukoza hidroliz olurlar (Leveque et al 2000).

Nisasta her yerde bulunan ve kolayca erisilebilen enerji kaynagidir. Bitki
hiicrelerinde veya koklerinde nigasta genellikle sitoplazmada biiyiik graniiller halinde depo
edilir. Nisasta glukoz initelerinin alfa 1-4 veya alfa 1-6 glukozidik baglar1 ile
baglanmasindan olusan bir glikopolimerdir (Sekil 1.3). Nisastanin iki agir komponenti
vardir. Bunlardan biri Amiloz olup alfa 1-4 baglarinin dogrusal polimerik yapida bir araya

gelmesinden olusur ve nigasta polimerinin %15-25’ ini olusturur.

CHz CH
CHz OH
HD = CHzOH
H - e O
Hi 2H
Alfa —1,4 7 .o
His OH Cn"#

Sekil 1.3 Amilaz molekiiliiniin biyokimyasal yapisi

Nisasta polimerinin bir diger komponenti ise Amilopektindir. Amilopektinin
yapisinda alfa 1-4 baglarini olusturdugu dogrusal glikopolisakkarit omurgasindan her 17-
26 tinitede bir alfa 1-6 baglar ile dallanmalar bulunur (Bertoldo ve Antranikian 2002.)

Baz1 substratlar yalnizca ekstrem kosullar altinda degrede olup enzim tarafindan
islenebilir hale gelirler. Buna en iyi drnek nisastadir. Bazi substratlar ise suda ¢oziinmezler,
organik solventlere gerek duyarlar. Termostabil enzimler bu kosullarda denaturantlara

kars1 yliksek stabiliteleri oldugu i¢in tercih edilmektedirler (Fujiwara 2002).

Coziinebilir nisasta ¢ézliinmeyen nisastaya gore enzim i¢in daha iyi bir substrattir.

Bu nedenle nisastanin jelatinizasyonu gerekmektedir. Buda 70°C gibi yiiksek bir sicaklikta



gerceklesir. Simdi ise nisasta endiistrisi 90-100°C’ lerde termostabil alfa amilaz kullanarak

bu islemi daha kisa siirede ve daha verimli bir sekilde gerceklestirebilmektedir.

Alfa amilaz iki kategoriye ayrilir. Hidroliz edecekleri nisastanin miktarina bagh
olarak likitlestirici alfa amilaz %30-%40 ve sakkarifikasyonda kullanilan alfa amilaz %50-

%060’ 11 hidroliz eder.

Termofilik alfa amilaz nisasta likitlestirme de kullanilir ve dekstrinlerin ve
dallanmis dekstrinlerin {iretiminde ve polimerizasyonun farkli adimlarinda kullanilir

(Leveque et al 2000).

1.5.2. Alfa Amilaz ve Deterjan Endiistrisi

Termostabil Alfa amilaz enziminden deterjan endiistrisinde de yararlanilmaktadir.
Ilk endiistriyel enzimin 1925 yilinda deterjan uygulamalarinda kullanildig1 ortaya
cikmistir. Bu uygulama ile insanlarin ufuklar1 agilmis ve kimyasal katalizin yerine
enzimatik kataliz uygulamasi fikri dogmustur. Deterjan endiistrisinde ekstrem kosullarda
dayanikliligimi aktivitesini koruyan enzimlere gerek duyulmaktadir. Alkali pH, yiiksek
sicaklik, surfaktan maddelerin varlig1 enzim aktivitesini inhibe eder. Denaturantlara tolere
edebilen bu termofilik enzimler bu amagla deterjan endiistrisinde kullanilir (Fujiwara

2002).

Kimyasal reaksiyonlarda organik solventlerin oldugu durumlarda viskozitenin
azalmasi ve diiffiizyon artig1 ayn1 anda yliksek sicakliklarda meydana gelmektedir. Bunun

sonucunda reaksiyon orani yiikselir (Eichler 2001).

Alkalin alfa amilazin bilesiminden agir deterjanlar ve otomatik makine
deterjanlarinda 6zellikle Avrupa'da yararlanilir. Deterjanlarin ¢alistigi pH araligi 8-11’dir.
Bacillus sp. likitlestirici alfa amilazin ¢ogu Bacillus stearothermophius, B. Licheniformis,
B. Thermoamyloliquefaciense’den Ttretilmektedir. Ancak pratik uygulamalar icin ¢ok

verimli degildir. (Lo ef al 2001).

Nisasta iceren lekelerin, kiyafet ve fayanslardaki nisasta lekeleri gibi 6nemli sorun

kaynag1 olan kirlerin ¢ikarilmasinda faydalanilir. Nisastanin ¢oziiniirliigli yiiksek derecede



sicakliga baghdir. Buda termostabil alfa amilazin deterjan endiistrisinde kullanimini

gerektirir.

Deterjan uygulamalarinda pH oldukca alkalidir, ¢evre ¢ok oksidedir yani enzim
surfaktanlara karsi direnmek zorundadir. Metal iyon kelatlayici ajanlar ve proteazlar da

siklikla deterjanlara eklenen diger faktorlerdir (Nielsen ve Borchert 2000).

1.5.3. Alfa Amilaz ve Tekstil

Tekstilde kullanilan iplik dokuma islemi sirasinda egilebilir. Ipligin daha dayanikli
saglam olmas1 gerekmektedir. Bunun i¢in ¢ok sicak nisasta kulanilir. Nisasta ipligi ¢cok
dayanikli saglam hale getirir. Boylece dokuma sirasindaki uygunsuz kosullar ve stres

altinda iplik dayanikliligini korur.

Elbiseler dokuma tezgahindan geldikten sonra bitirme operasyonu “finishing
proses” denen bir takim islemlerden geger. Bu proseslerde kirlerin ¢ikarilmasi i¢in de

birgok kimyasal kullanilir.

Bunun disinda dokuma operasyonu sirasinda kaplamalari, yaglama sirasinda
kirilmalart ve egrilmeleri dnler. Kullanilan genis 6lgekli bu nisasta termostabil alfa amilaz

tarafindan iglemler tamamlandiktan sonra ¢ikarilmakta, yani ortadan kaldirilmaktadir.

Tekstil endiistrisinde kullanilan alfa amilazlar yani enzimler surfaktanlarla karisik
halde ticari olarak satilabildikleri gibi saf enzim olarakta satilmaktadir. Yiiksek sicakliklara
icin tasarlanmig alfa amilazlar oldugu gibi diisiik sicakliklar i¢in tasarlanmig alfa

amilazlarda kullanilmaktadir.

Deri  endiistrisinde  tabakhanedeki islemlerde farkli  konsantrasyonlarda
renklendirme ve koyulastirma proseslerinde de kullanilmaktadir. Ticari olarak

‘TEXZYME’ vb. markalar ad1 altinda diinya pazarinda yerini almistir.



1.5.4. Alkol Uretimi ve Alfa Amilaz

Alfa amilaz enzimi endiistride alkol liretmek amaci ile kullanilmaktadir. Ham
madde olarak alkol iiretmek amaci ile kullanilan nisasta igeren maddeler amiloglukozidaz
ve alfa amilaz enzimleri ile muamele edilirler. Ortamda bulunan nisasta polimeri yeterince

pargalandiktan sonra ortama fermantasyon amaci ile maya asilanarak prosese devam edilir.

Alkol endiistrisinde alkol tiretiminde biiylik nisasta molekiillerini kiigiik sekerlere
ayirmak amaci ile kullanilir. Bu yikim iki agamali bir islemdir ve enzimle katalizlenen

sakkarifikasyon ve likitlestirme agsamalarindan olusur.

Alkollii i¢ecek olan biranin iiretiminde ham madde olarak kullanilan arpadaki
nisastanin parcalanmasi i¢in alfa amilaz enzimi kullanilmakta ve bu sirada fermente

edilebilen sekerler agiga ¢ikmaktadir (Wiseman 1987).

Bira iiretiminde nétral alfa amilazlarin kullanimu tercih edilmektedir Icecek alkol ve
fel etanol endiistrisinde alkol iiretimi sirasinda enerjiyi korumak igin nisasta diisiik
sicakliklara 6zel alfa amilaz enzimi kullanilarak likitlestirilir. Burada kullanilan diisiik
sicaklikta stabil alfa amilazlar ‘SEB-AMYL-l, SEB ~AMYL-BLA’ gibi bakteriyel yada
fungal kokenlidir. Bunlar ticari olarak pazarda bulunmaktadir. Bunlar jelatinize nisastanin

viskozitesini ¢ok hizli bir seklide azaltir.

Sakkarifikasyonun baglangicinda ‘SEBamyl-GL’ likit nisastayr fermente sekere
cevirmek i¢in kullanilir. SEB-amyl c¢ok yiiksek sicakliklarda miikemmel sekilde
aktivitesini korur. Damitma ve sakkarifikasyonu es zamanli hale getirir.

1.5.5. Meyve suyu Uretimi ve Alfa Amilaz

Sulandirilmig igeceklerin ve meyve sularinin iretiminde nisastanin hidroliz

edilmesi gerekmektedir ve bunun i¢in alfa amilaz enzimi kullanilmaktadir (Bibel et al

1998).
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Meyve suyu endiistrisinde kullanilan alfa amilaz enzimi 6zellikle armut ve elma
sularinin {iretilmesinde berraklastirma isleminde kullanilirlar. Meyve sular1 yapilirken
toplanilan meyvelerin tam olgunlasmamis olanlarindaki nisasta orani oldukca yiiksektir ve
bu meyve suyunda bulanikliga neden olur. Bu sorunun ¢6ziimii alfa amilaz enzimi ile

miimkiindiir (Li et al 2004).

Glukoz izomeraz enzimi ile glukoz suruplarinda fruktoz diizeyi yiiksek suruplar

elde edilir. Bu suruplar ¢ok tatli olup mesrubat {iretiminde de kullanilir.

1.5.6. Ekmek yapimi ve Alfa Amilaz

Glukoz surubundan elde edilen yiiksek tatliliktaki fruktoz suruplar ekmekgilikte ve
pasta yapiminda kullanilmaktadir. Alfa amilaz enzimi ekmek yapiminda ekmegin
bayatlamasini geciktirmesinden dolay1 ve raf dmriinii iki ii¢ glin daha uzatmasindan dolay1

yaygin kullanilmaktadir.

1.6. Termostabil Alfa Amilaz Enziminin Ham Nisasta Islenmesi Prosesindeki Rolii

Biitiin nisastanin enzimatik dongiisli lic asamadan olusur. Jelatinizasyon asamasi
nigasta graniillerinin ¢ozilinerek viskoz slispansiyon haline gelmesini saglar. Likitlestirmede
ise bolgesel hidrolizler ile viskozitensin kaybolmasi saglanir. Sakkarifikasyon asamasinda
ise daha ileri hidroliz ile glukoz maltoz gibi basit monosakkaritler olusur. (Haki ve Raksit
2003). Nisastanin kaynagina gore jelatinizasyon da gerekli optimal sicaklik degisiklik

gostermektedir.

Icten etkili enzimler olan beta amilaz glukoamilaz ve alfa glukoamilaz
sonlanmamis bolgelerden substrata atak yaparlar ve maltoz gibi kiigiik iyi bilinen

oligosakkaritlere ayirirlar.

Nisastanin diger amilazlar i¢in kullanigh hale gelebilmesinde alfa amilaz anahtar rol

oynar. Nisastanin islenmesi prosesini ekonomik hale getirebilmek i¢in jelatinizasyonunda

100-110°C’de ve likitlestirmede 80-90°C’deki yiiksek sicakliklarda alfa amilazin aktif
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olmas1 arzu edilmektedir. Bu uygulamalar i¢in daha fazla termostabil 6zellik tasiyan alfa

amilazlarin kaynaklarinin bulunmasi gerekmektedir (Sidhu ef al 1997).

Alfa amilazlar arasinda orijinler farkli kaynaklardan olsa bile homolojiler vardir
(Kuruki ve Imanaka 1999). Biitiin termofilik ve archeal kokenli alfa amilazlar
monomerik enzimler olup molekiiler agirliklar1 42 ile 68 kD arasinda degisir (Leveque et

al 2000).

Alfa amilaz igten etkili bir enzimdir. Nigastanin rasgele bir tavirla daginik sekilde
alfal-4 glukozidik baglarim1 hidrolize ederek dogrusal oligosakkaritleri ve dallanmis
oligosakkaritleri olustururlar. Bekleme siiresince distan etkili enzimler nisasta substratinin
sonlanmamis uglarin sonlarindan atak yaparlar ve oligosakkaritleri ve monosakkaritleri

olustururlar (Haki ve Raksit 2003).

Alfa amilaz hiicre dis1 bir enzimdir. Hiicre dis1 enzimler hiicre i¢i enzimlere gore

daha yiiksek termostabiliteye sahiptir (Cowan 1997).

Alfa amilaz ailesindeki enzimlerin katalitik bolgelerindeki rezidiileri alfa
durumundaki baglar1 kirma mekanizmalari tiim {iyelerinde kesin bir sekilde korunmustur,
ancak bunlar1 birbirinden ayiran {irlinlerinin ve reaksiyon spesifikliginin ¢ok genis

kapsamli olmasidir (Leemhuis et al 2002).

Jelatinizasyon nigastanin su ile yiiksek sicakliklarda isitilmasi ile miimkiin olur.
Nisasta su ile yalnizca yiiksek sicakliklarda ¢oziiniir bunu hemen takiben prosesin ikinci
asamasina gecilmesi zorundadir ve sogutmak i¢in aradan zaman ge¢cmemelidir. Bu nedenle
kullanilan enzimlerin mutlaka yiiksek termostbilitesi olmasi gerekmektedir (Haki ve

Raksit 2003).

Likitlestirmede nigastanin islenmesi i¢in ¢ok gerekli ve temel bir tekniktir.
Likitlestirme islemi uygunsuz olarak tamamlanirsa bunun sonucu olarak c¢esitli
komplikasyonlar ortaya ¢ikacaktir. Bunlar, bulaniklik, zayif filtrasyon vb. olup direk olarak
{iriiniin kalitesini ve miktarin1 etkileyen &nemli faktorlerdir. ideal likitlestirme icin en

onemli adim bu asamanin uygun miktarda alfa amilaz i¢ermesidir ve bu asamadaki
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sicakligin 105°C sicakliga ulagmasidir. Bunun i¢in denatiire olmayan termostabil alfa

amilaza gerek duyulmaktadir (Tachibana et al 1996).

1.7. Endiistriyel Uygulamalarda Rekombinant DNA teknolojisi kullanimi

Alfa amilaz enziminin yliksek fazda iiretimi genetik maniipiilasyonlar ve medya
miihendisligi ile basarilmistir. Enzimin daha fazla miktarda iretilmesi medya
mantipiilasyonlar1 ile de miimkiin hale getirilebilmektedir. Belirli cevrede yasayan
mikroorganizmalarin hayatta kalma stratejisinin bir par¢asi metabolizma iriiniinii dis

cevreye bosaltmasidir (Tanyildizi et al 2005).

Termofiller ve ekstrem termofiller iizerinde yogunlasan g¢alismalara ile Bacillus
acidocaldarius, Bacillus stearothermophilus, Bacillus subtillis sp. thermus sp. gibi
termostabil alfa amilazlar tireten bakterilerin sorunlu bélgenin izolasyonu ve Site Directed
Mutagenes, SDS ve rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak mezofilik tasiyicilara

klonlanmasi ve liretimin arttirilmasi miimkiindiir (Sidhu et al 1997).

E. coli’de rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak ekspresyonu yapilan
termostabil enzimler endiistrideki uygulamalar i¢in yarar saglamaktadir. Ancak bunlarin
enzimatik karakteristikleri ve ii¢ boyutlu yapilar1 dogal olanlardan farklidir

(Fujiwara 2002).

Termostabil rekombinant alfa amilaz enziminin E.Coli’de ekspresyonundan sonra

%85 den fazla enzim aktivitesi belirlenmistir (Linden et al 2000).

E.coli laboratuarda ve endiistride heterelog proteinlerin iiretiminde genis alanda
kullanima sahiptir. Heterelog proteinler E.coli’de hiicre i¢i olarak ekspres edilmistir.
Rekombinant proteinin periplasmik bosluga ekspresyonunun sayisiz avantaji vardir.
Sayisiz heterelog protein E.coli’nin periplasmik boslugunda salgilatilmistir. Bunlar
antibadi fragmentleri, Riboniikleaz A, HIV-1 reseptorleri, Interleukin-2 vb. heterelog

proteinlerdir (French ez al 1996).
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Periplazmik yiizeyde rekombinant proteinlerin {iretilmesi ile stoplazmik proteinler
ile kontamine olmus rekombinant protein orani ¢ok azdir ve buda sonradan yapilmasi

gereken purifikasyon islemini ¢ok kolay hale getirir (Demirkan ez al 2005).

Bacillus un mutant suslar1 alfa amilaz {iretiminde daha yeteneklidir. Bacillus sp
tiirlerinin mutant suslart mutagenez yolu ile goézlemlenir ve elde edilir (Ikram-ul-Haq et

al 2005).

Alfa amilaz geni farkli Bacillus sp tiirlerinden izole edilerek E.coli’de ¢ok fazla
miktarda iiriin elde etmek i¢in ekspres ettirilmistir. E.coli tarafindan ¢ok az sayida yabanci
gen lirliniiniin de biliylime medyumuna salindig: tespit edilmistir. Buda saf iiretim i¢in bir

avantajdir (Demirkan ef al 2005).

Nisasta endiistrisinin géz onilinde bulundurdugu bir diger 6nemli nokta aktivitesi
icin kalsiyum iyonuna gerek duyan alfa amilazlarin yarattigi problemlerdir. Bunlar
kalsiyum oksalat kristallerine doniiserek prosesteki borularin tikanmasina sicaklik

degistiricilerin bozulmasina neden olmaktadirlar.

Kalsiyum bagimli olan alfa amilaz {iretimi girisimleri termofillerden protein
mithendisligi ile ileri biyoteknolojik teknikler kullanilarak yiliksek derecede kalsiyum
bagimsiz termostabil alfa amilaz elde edilmistir. Bu enzim ‘Termamyl LC’ olup ticari
olarak patentlidir (Haki ve Raksit 2003).

13

Genetik miihendisligi her ne kadar “ Talior-made” enzimlerin yapimina olanak
tanisa da aminoasit kompozisyonlarini degistirerek, termostabil enzimler hala deneme
asamasindadir. Bunun nedeni halen protein termostabilite smirlarinin  molekiiler
mekanizmasinin tam olarak anlagilmamis olmasidir. Ekstrem termofiller ve termofiller

talior-made enzim tasariminda iyi bir modeldir (Andrade et al 1999).
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1.8.  Ticari Olarak Satilan Amilazlar ve Kaynaklar:

Ticari olarak kullamima sunulan bakteriyel kaynakli alfa amilazlar

mikroorganizmalar kaynak alinarak tiretilmistir (Cizelge 1.1).

Bacillus licheniformis
Bacillus subtilis

Bacillus stearothermophillus
Bacillus polymxa
Bacillus mesentericus
Bacillus macerns
Bacillus vulgaris
Bacillus megaterium
Pyrococcus woesei
Pyrococcus furiosus
Pyrococcus sp. KOD1
Thermomonospora fusca
Thermococcus profundus
Thermotoga maritima
Aspergillus niger
Aspergillus oryzae

Dictioglomus thermophilum
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Cizelge 1. 1. Ticari olarak pazarda yer alan amilazlar

ADI

KULLANIM AMACI

AMG(Amyloglucosidase Novo)

Dekstrinleri glukoza gevirir.

BAN (Bacteriyel Amylase Novo)

Iki adiml1 likitlestirmede da nisastay1 dekstrine cevirir.

DEXTRANASE

Ham sekerli sudaki dextranlar1 pargalar.

FiNiZzYM

Tahil nisastasini hidroliz ederek filtrelenebilirligini arttirir.

FRUCTOZYME-L

Inulini fruktoza hidroliz eder.

FUNGAMYL Fungal alfa amilaz olup yiiksek maltozlu dekstrin surubu yapar
ekmek yapimi ve ham nisastanin iglenmesinde kullanilir.

TERMAMYL,Type LS Gelistirilmig termosatbil tek adimli likitlestirme iglemi igin
kullanilir.

TERMAMYL Tek adimli Likitlestirme i¢in nisastanin dekstrine donmesini
saglayan termostabil alfa amilazdir.

TRORUZYME Termostabil CGT ase dir.

MALTOGENASE Ozel glukoz suruplari ve yiiksek maltoz igeren suruplarin
yapiminda kullanilir.
Kagit yapiminda nigastanin diisiik sakliklarda modifikasyonu

AQUAZYME 240 L

i¢in kullanilir.

FUNGAMYL-800 L

Kagit yapiminda nisastanin diisiik sakliklarda modifikasyonu

icin kullanilir.

THERMOZYME

Tekstil endiistrisinde hagillama isleminde kullanilir.

FUNGAMYL SUPER

FUNGAMYL in gelistirilmig geklidir.

NOVAMYL Ekmek yapiminda kullanilan essiz bakteriyel maltogenik
amilazdir.

FUNGAMYL 800 Alkolyapiminda fermantasyon zamanini kisaltmak ¢in
kullanilir.

LIQUOZYME Yiksek 1sida gergeklesen likitlestirme isleminde alkol
yapiminda kullanilir.

DURAMYL Protein mihendisligi ile gelistirilmistir Termamyl varyantidir.
Cok yiiksek 1silara dayanikli olup ham nisasta islenmesi
prosesinde kullanilir.

Kaynaklar:  http://www.freepatentsonline.com

http://www.delphion.com

http://www.inventions-patents.net
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BOLUM 11

MATERYAL ve YONTEM

2.1  Termostabil alfa-amilaz iireten Bacillus sp. tiirlerinin

izolasyonu ve tanimlanmasi
2.1.1 Termostabil alfa-amilaz iireten Bacillus sp. tiirlerinin izolasyonu

Balikesir ili civarindaki, sicakliklari 55-90°C arasinda degisen sicak su
kaynaklarindan alinan (Bigadi¢-Hisarkdy, Susurluk-Kepekler, Sindirgi-Hisaralan, Balya
Ilicalar1, Edremit-Giire kaplicalar1) su orneklerinden Bacillus sp. tiirleri izole edilmistir.
Alinan su numunelerinden, karbon kaynagi olarak %1°lik nisasta’nin kullanildigi M9 besi
yerine ekim yapilmistir. M9 besi yerinde 65°C’de 200 rpm’de 72 saat gelistirilmeye
birakilan kiiltiirler daha sonra NAS kat1 besi yerine saflastirilmak amaciyla siirme seklinde
ekilmis ve 48 saatlik inkiibasyon neticesinde NAS kat1 besi yerinde gelisen farkli koloniler
tek ¢ekilerek NBS sivi besi yerinde 65°C’de 200 rpm’de 72 saat gelistirilmistir. NBS besi
yerinde gelisen kiiltiirlerden NAS kat1 besi yerine seri ¢izgi ekimler yapilmak suretiyle

koloniler saflagtirilmistir (Laderman et al 1993; Bolton ef al 1997).
2.1.1.1 Bakteriyel kiiltiirler ve besi ortamlari

Balikesir civari sicak su kaynaklarindan toplanmis olan su 6rneklerinden Bacillus
sp. tiirlerinin izolasyonlari i¢in igerikleri EK 1°de verilen M9 Nisasta, NAS ve NBS besi

yerleri kullanilmistir

Transformasyon calismast i¢cin konuk¢u olarak kullanilan Escherichia coli DHo
susunun iiremesi i¢in icerigi EK 1°de verilen LB (Luria-Bertani) besi yeri kullanilmistir.
Transformantlarin {iremesi icin ise ayni besi ortami ile hazirlanan kati besi yerine

ampisillin ve nisasta eklenerek uygun ortam saglanmstir.
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2.1.1.2 Kiiltiir ortamlari

Calismada kullanilan kiiltiir ortamlari ve hazirlanislar1 EK 1°de verilmistir

2.1.1.3 Tampon ve soliisyonlar

Calismada kullanilan tampon ve soliisyonlarin hazirlanis1 EK 2’de verilmistir

2.1.14 DNA Markirlan
(Calisma boyunca kullanilan DNA Markirlart EK 3’de verilmistir
2.1.1.5 Kimyasal Maddeler

Calismada kullanilan kimyasallar ve iiretici firmalar1 EK 4’de verilmistir

2.1.1.6 Pilazmidler

Ampisillin (Amp) ve Tetrasiklin (Tet) direng genleri ile beraber kendi replikasyon
orijinine sahip olan Escherichia coli pBR322 pilazmidi Bacillus sp. OZ1 susundaki alfa-
amilaz geninin klonlanmasinda vektor olarak kullanilacaktir. pPBR322 vektoriinlin haritasi
EK 5’de verilmistir

2.1.1.7 Soliisyon ve materyallerin sterilizasyonu

Caligma stiresince kullanilan tiim cam malzemelerin sterilizasyonu i¢in pastor firimni
kullanilmistir (160°C de 2 saat). Soliisyon ve mikrobiyal besi ortamlarmin sterilizasyonu
ise otoklav’da yapilmistir (121°C de 15 dak).

2.1.1.8 Bakteriyel kiiltiirlerin saklanmasi

NBS s1v1 besi yerinde gelistirilen kiiltlirlerden 22. saatte 1 ml alinarak 1.5 ml’lik

ependorf tiiplerinde 10.000 rpm’de 75 sn santrifuj edilmis ve siipernatant atilmigtir. Bu

islem ti¢ sefer tekrarlanmistir. Pellet 1ml dH,O ile 10.000 rpm’de 75 sn santrifuj edilerek
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yikanmig ve siipernatant atilmistir. Pellete 1 ml %50°lik Gliserol ilave edilerek elde edilen

stok kiiltiir -20°C’de saklanmistir (Malhotra et al 2000).

2.1.2 Termostabil alfa-amilaz iireten Bacillus sp. tiirlerinin tanmimlanmasi

2.1.2.1 Glukoz testi

Karbon kaynag1 olarak %1°’lik Glukoz (basit seker) ilave edilerek hazirlanmig olan
Sml NB sivi besi yerine Bromtimol mavisi eklenerek boyali besi yeri hazirlanmistir.
Uygun besi yerinde (NBS) aktiflestirmis oldugumuz kiiltiirler 1.5 ml’lik ependorf tiipiine
aktarilarak 13.000 rpm’de 60 sn santrifuj edilerek supernatant atilmistir. Elde edilen
pellet’e Iml dH,O eklenerek 13.000 rpm’de 60sn santrifuj edilerek tekrar yikanmig ve elde
edilen supernatant atilmistir. 200ul boyali besi yeri ile toplanmis olan pellet daha sonra
hazirlanmis olan bu 5 ml’lik besi yerine inokiile edilmis ve bir gece uygun sicaklikta

(65°C) inkiibe edilirek renk degisimi gozlenmistir (William ez al 2001) (EK-2A).

2.1.2.2 Katalaz testi

NAS kat1 besi yerinde gelisen saf kolonilerin lizerine H,O, damlatilarak gaz ¢ikisi
gozlenmistir. Gaz ¢ikisi, bakterilerin hidrojen peroksidazi kullandigin1 gosteren pozitif bir

sonugtur (William et al 2001) (EK-2A).

2.1.2.3 Metilen mavisi ile boyama

Lamel iizerine 10ul saf su damlatilir bakteri kiiltiirli homojenize edilmis ve lamel
havada kurutulduktan sonra alevden gegirilerek fikse edilmistir. Lamelin lizerine Metilen
mavisi damlatilarak 3-5 dakika bekletilmis ve akabinde saf su ile yikanmistir. Hava akimi
ile kurutulan lamellerin iizerine immersiyon yagi damlatilarak bakterilerin morfolojileri

151k mikroskobunda gozlenmistir (William ef al 2001) (EK-2A)

2.1.24 Gram boyama

Incelenecek materyal steril sartlarda alinarak temiz bir lam iizerine homojen bir

sekilde yayilmis ve hava akimi ile kurutulmustur. Alevden gegirilerek fikse edilen lam
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Kristal violet boyasi ile 1 dakika muamele edilmis, daha sonar lugol soliisyonu
damlatilarak 1-2 dakika beklenmistir. Su ile yikanarak etanol ile 30 saniye dekolorize
edilmis ve tlizerine sulu Bazik Fuksin damlatilarak 30 sn bekletilmistir. Su ile tekrar
yikanan ve hava akimi yardimi ile kurutulan lamellerin iizerine immersiyon yagi

damlatilarak 151k mikroskobunda gézlenmistir (William ez al 2001) (EK-2A).

2.1.2.5 Koloni morfolojisi

Besin azaldiginda ya da agar konsantrasyonu diistiiglinde Bacillus sp. tilirlerinin
koloni morfolojisi (Diffusion limited aggregation model) DLA modeli seklinde

kolonizasyon gostermektedir (Lacasta et al 1999).

2.1.2.6 Spor boyama

Bacillus cinslerine ait tiirlerin olusturdugu sporlarin etrafindaki duvar oldukg¢a kalin
oldugu i¢in Malasit yesili ile boyama yapilmistir (William ez al 2001, Cokmiis et al 1995)
(EK 2A).

2.1.2.7 Iyodin testi ile amilolitik aktivitenin tayini

Cizgi ekimleri yapilan Bacillus sp. OZ1 susu 65C° de, rekombinant E.coli DHa
susu ise 35 C° de 1 gece gelistirilmistir. Petrilerde gelistirilen bakteri kolonilerinin tiim
ylizeyine hazirlanmig olan iyot soliisyonundan yayilmis (EK 2A) ve oda sicakliginda 1

gece inkiibe edilmistir.

2.1.2.8 Termostabil alfa-amilaz iireten Bacillus sp. OZ1 susunun

iiretmis oldugu enzim aktivitesinin DNS yontemi ile belirlenmesi

Gelisimlerinin besinci saatinde Bacillus OZ1 ve E.coli DHa suslarindan 50 ml
alinarak 10.000 rpm de 5 dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen supernatant kaba enzim
cozeltisi olarak kullanilmistir (EK 2B). Kaba enzim ¢ozeltisi ve 0,1 M NaK tamponu ile
hazilanmis % 1°lik nisasta iceren kaba substrat ¢ozeltisi 1.5/2.5 ml oraninda karistirilmis
ve 60°C’de hazirlanmis olan su banyosuna birakilmigtir. Karisimdan 30 dakika igerisinde

degisik zamanlarda ve 3, 4,5, 6, 7, ve 8. saatlerde 4 ml alinarak igerisinde 1 ml DNS olan
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tiiplere konulmus ve spektrofotometrede 540 nm‘de OD olgiimii yapilmistir. Buradan elde
edilen sonuglar ile serbestlesen glikoz miktar1 esasina dayanarak enzimin aktivite linitesi
hesaplamistir. Bir enzim {iinitesi reaksiyon kosullari altinda bir dakikada 1 mikromol

glukoz esdegeri serbestlestiren enzim miktari olarak tanimlanmustir.

Baslangis reaksiyon oranini hesaplamak amaci ile Bacillus OZ1 ve E.coli DHa
suslarindan 5 saatlik gelisim sonrasinda yine ayni yontemler kullanilarak enzim izole
edilmis ve 0 ila 30 dakikalar arasinda 3’er dakikalik araliklar ile 6rnekler alinmig, DNS ile
reasiyona sokularak spektrofotometrede 540 nm’de OD olg¢iimii yapilmistir. Buradan elde
edilen sonuglar ile serbestlesen glikoz miktar1 esasina dayanarak enzimin aktivite iinitesi

hesaplamustir.

Spektrofotometreyi sifirlamak amaci ile 2.5 ml substrat ve enzim yerine 1.5 ml

tampon Iml DNS igeren tiipte karistirilmistir.

Kor olarak molekiiler agirhigi 180,2 olan Glukoz kullanilmis ve egimi
hesaplanmistir. Glukoz 0, 50, 100, 150, 200 ve 250 gr hazirlanarak 4 ml 0,1 M NaK
tamponu igerisinde ayr1 ayri tiiplerde c¢oziilmiistiir. Karigtim Iml DNS bulunan tiiplere
aktarilmis ve 540 nm’de OD ol¢iimii yapilmistir. Buradan elde edilen sonuglar ile egim

hesaplanmis ve bulunan bu deger hesaplamalarda kullanilmistir.
Aktivite tlinitesi hesabr :

Reaksiyon egimi (OD/dk) x  Reaksiyon hacmi (ml) y  1uM —EU
(uM/min.ml)

Standart glukoz egimi (OD/dk) Enzim hacmi (ml) Glukoz MA
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2.2 Termostabil Bacillus sp. OZ1 susunda alfa-amilaz iiretiminin genetik yonii

2.2.1 Alfa-amilaz iiretiminden sorumlu olan gen bolgesinin yerlesimi

2.2.1.1 Bacillus sp. OZ1 susunda alfa-amilaz iiretiminden sorumlu olan

kromozomal DNA’nin izolasyonu

Bacillus sp. OZ1 susundan kromozomal DNA izolasyonu i¢in Ausubel 1994
yontemi (Ausubel e al 1994) bir ka¢ modifikasyon yapilarak uygulanmistir. Kromozomal
DNA izolasyonu i¢in ge¢ logaritmik fazdaki kiiltiir kullanilmistir. Alinan 1.5 ml’lik kiiltiir,
12.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek hiicreler ¢oktiiriilmiis ve pellet sogutulmus TES
tamponu ile resiispanse edilmistir. Gram (+) Bacillus sp tlrlerinin hiicre duvari 10ul
Lizozim ile enzimatik olarak 65°C’de 10 dakika inkiibe edilmek suretiyle parcalanmustir.
Hiicre zar1 30ul %10°luk SDS ile eritilmistir. A¢iga ¢ikan hiicre proteinleri 3ul Proteinaz K
enzimi ile 55°C’de 10 dakika bekletilerek uzaklagtirilmigtir. Niikleik asitlerin proteinlerden
ve diger makro molekiillerden ayrilmasi amaciyla esit hacimde Fenol ilave edilmis ve 45°C
lik su banyosunda ¢alkalanmig ve akabinde 10 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Daha
sonra 10 dakika 12.000 rpm’de +4°C’de santrifuj edilerek iist faz alinmistir (EK 2C).

Hacmin iki kat1 kadar % 95°lik Etanol ilave edilerek buzda 10 dakika bekletilmistir.
Santrifiije tekrarlanmii, etanol pelletten uzaklastirilmii ve 4pul RNase ilave edilerek 30 dak
45°C’deki su banyosunda yarim saat bekletilerek RNA molekiilleri degrede edilmistir. Bu
islemi takiben tekrar 3ul Proteinaz K enzimi ile 15 dakika 45°C’deki su banyosunda
muamele edilmistir. Ornege esit hacimde Fenol-Kloroform ilave edilerek 15 dakika oda
sicakliginda tutulmustur. 10 dakika 12.000 rpm’de +4°C’de santrifuj edilerek iist faz yeni
tiipe almmustir. Esit hacimde Kloroform-izomil alkol ilave edilerek santrifuj islemi

tekrarlanmgtir. Ust faz yeni bir tiipe alinarak iizerine 1/10 hacim 5M NaCl ve hacmin iki

kat1 kadar etanol eklenerek bir gece -20°C’de bekletilmistir (EK 2C).
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Ikinci giin 15 dakika 12.000 rpm’de +4°C’de santrifuj edilerek DNA presipite
edilmistir. % 95’lik Etanol ilave edilerek 5 dakika 12.000 rpm’de +4°C’de santrifuj
edilerek DNA c¢oktiiriilmiistiir. Bunun amaci niikleik asitlerden tuz rezidiilerinin tamaminin
ayrilmasin1 saglamaktir. Etanol pelletten tamamen uzaklastirildiktan sonra elde edilmis
olan kromozomal DNA daha ileri manipiilasyonlarda kullanilmak tizere TE tamponu

igerisinde +4°C’de saklanmustir.

2.2.1.2 Kromozomal DNA iizerinden alfa-amilaz geninin PCR

reaksiyonu ile amplifikasyonu
OZ1’e ait kromozomal DNA {izerinde alfa amilaz iiretiminden sorumlu olan ve
biiyiikliigii Bacillus sp’ler arasinda 1,5 -1,9 kb arasinda degisiklik gosteren Amy E gen
bolgesi (EK 6) uygun primerler yardimi ile PCR’da (polimeraz zincir reaksiyonu)
cogaltilmistir (Maniatis ef al 1982, Sumitani et al 1998, Worthington ez al 2003).

Kullanilan primerler:

Reverse ( 5’-CCA ACA AAA CCC GCT CCG ATT A-37)
Forward (5’- ATG TTT GCA AAA CGATTC AAAA-3")

PCR protokolii (EK-2D):

95°C 3 dakika 1 siklus
95°C 30 sn
55°C 1 dakika 30 siklus

68°C 3 dakika

68°C 10 dakika 1 siklus
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2.2.1.3 Agaroz jel elektroforez

5 pl’lik 6X izleme boyast (0.07% bromtimol mavi, 7% SDS, 33% gliserol)
solisyonuna TE buffer igerisinde ¢oziilmiis DNA dan 10 pl eklenmek suretiyle DNA
numuneleri hazirlanmigtir. Numuneler 0.8% lik TBE (Tris Borate buffer) ile hazirlanmis
ve 0.5 pg/ml EtBr iceren agaroz jelde 5V/cm olacak sekilde ortalama 3-5 saat siiresince
ylriitilmustir (Maniatis et al 1982) (EK 2E). Elde edilen bantlar KODAK Jel

goriintiileme sisteminde goriintiilenmistir.

2.2.14 PCR iiriiniiniin agaroz jelden eldesi ve saflastiriimasi

Olugan PCR firiinii ‘diisiik kaynama sicakhigl noktasi yardimi ile DNA’nin
jelden alinmas1’ yontemine uygun olarak alinip saflastirilmistir (William ez al 2001). Bu
yontemde istenilen DNA fragmentini iceren bolge bisturi yardimi ile agaroz jelden
kesilerek alinmis ve istenilen fragmenti igeren jel pargasi 65°C’deki su banyosunda 5
dakika siire bekletilerek tamamen ¢oziinmesi saglanmistir. Toplam hacim belirlenerek
tizerine 2.5 kat1 kadar 20 mM Tris pH:8 ve ImM EDTA karisimi ilave edilerek 65°C’de 2
dakika siire ile bekletilmis ve toplam hacim kadar fenol ilave edilerek iki dakika siire ile
karistirilmistir. 10 dakika 14.000 rpm de santrifuj edilerek iist faz yeni tiipe alinmistir. Bu
islemi takiben fenol-kloroform (1:1) karigimi ile tekrar 10 dakika 14.000 rpm’ de santrifuj
edilerek st faz yeni tiipe alinmistir. Egit hacimde kloroform ilave edilerek 10 dakika
14.000 rpm de santrifuj edilerek DNA c¢oktiiriilmiis, iist faz atilmis ve pellet 1/10 hacim
3M Sodyum Asetat ve iki hacim etanol karisimi ile ¢oziilmiistiir. %70’lik Etanol ile 10
dakika 14.000 rpm de santrifuj edilerek yikandiktan sonra pellet kurutularak etanol
tamamen uzaklastirilmistir. Daha ileriki ¢alismalarda kullanilmast igin pellet TE

tamponunda ¢oziilerek +4°C’de saklanmistir (EK 2F).

2.2.1.5 PCR gen iiriiniiniin Hind/II ve Pvull restriksiyon enzimleri ile

kesimi

Saflastirilan DNA fragmentinin Hind/// ve Pvull restriksiyon enzimleri ile
kesilebilmesi i¢in reaksiyon karisimi (16 pl dH,0, 2 pl 10X restriksiyon tamponu, 0.5 pl
100X Bovine Serum Albumin (BSA), 2ul PCR iiriinii olan DNA) hazirlanmistir. Karigima
0.5ul Hind/II ve 0.5ul Pvull ilave edilerek reaksiyon baslatilmistir ve 37°C’de 3 saat su
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banyosunda inkiibe edilmistir. Reaksiyon, final konsantrasyonu 0.25M olan NaCl’den 20ul
ve hacmin iki kat1 kadar etanol ilave edilmesi neticesinde durdurulmus ve bir gece -
20°C’de bekletilmistir. Ikinci giin 15 dakika 14.000 rpm’de +4°C’de santrifuj edilerek
DNA presipite edilmistir. % 95’lik Etanol ilave edilerek 5 dakika 12.000 rpm’de +4°C’de
santrifiij edilerek DNA ¢oOktiiriilmiistiir. Tiipler oda sicakliginda agizlar1 agik birakilarak
etanoliin tamamen uc¢mast icin bekletilmis ve elde edilen pellet, daha ileri
manipiilasyonlarda kullanilmak iizere TE tamponu igerisinde +4°C’de saklanmistir

(Sumitam et al 1998) (EK 2G).

2.2.2 Vektor pBR322 iizerinde yapilan genetik manipiilasyonlar

pBR322, 4363 bp biiyiikliigiinde ve tizerinde bir ¢ok endoniikleaz enziminin kesim
noktalar1 olan halkasal yapida bir vektor’diir (EK 5). Bu vektor lizerinde Ampisillin ve
Tetrasiklin diren¢ geni bulunmaktadir. Bu genler yardimi ile rekombinant pilazmidin
secilmesi hedeflenmektedir. Yaptigimiz calismada 4363 bp biiyiikliigiindeki pBR322
vektori Hind/II ve Pvull restriksiyon enzimleri ile kesilmis ve 2066 bp ve 2297 bp
biiyiikliigiinde iki fragment elde edilmistir. 2297 bp biiyiikliigiinde olan ve vektdriin
replikasyon orijini OriC ve Ampisillin direng genini tagiyan bu fragment ¢alismanin daha

ileriki asamalarinda kullanilmistir (Balbas et al 1986).

2.2.21 pBR322 vektoriiniin HindZII ve Pvull restriksiyon enzimleri ile

kesimi

Calismamizda, pBR322 pilazmidi oa-amilaz gen bolgesini tagimak {izere vektor
olarak kullanilmistir. Hind/// ve Pvull ile kesilen pBR322 klonlama vektoriine OZ1’in
kromozomal DNA’sinda yer alan ve uygun primerlerin kullanimi ile PCR’da ¢ogaltilan ve
yine ayni restriksiyon enzimleri ile kesilen a- amilaz gen bdlgesi takilmistir (Maniatis et al

1982).

pBR322 vektor pilazmidinin uygun restriksiyon enzimleri ile kesilebilmesi icin
reaksiyon karisimi (16 pl dH,O, 2 pl 10X restriksiyon tamponu, 0.5ul 100X BSA, 2ul
pBR322 vektdor DNA karistirilir) hazirlanmistir. Karisima 0.5ul HindZI7 ve 0.5ul Pvull

ilave edilerek reaksiyon baslatilmis ve 37°C’de 3 saat su banyosunda inkiibe edilmistir.
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Reaksiyon, final konsantrasyonu 0.25M olan NaCl’den 20ul ve hacmin iki kati kadar
etanol ilave edilmesi neticesinde durdurulmus ve bir gece -20 C°’de bekletilmistir. Ikinci
giin, 15 dakika 14.000 rpm’de +4°C’de santrifuj edilerek DNA presipite edilmis ve
%95’lik etanol ilave edilerek 5 dakika 12.000 rpm’de +4C°’de santrifuj edilmek suretiyle
DNA c¢oktiiriilmiistiir. Bunun amaci1 niikleik asitlerden tuz rezidiilerinin tamaminin
ayrilmasinit saglamaktir. Tiipler oda sicakliginda agizlar1 agik birakilarak etanol’iin
tamamen uc¢masi icin bekletilmis ve elde edilen pellet, daha ileri manipiilasyonlarda
kullanilmak tizere TE tamponu igerisinde +4°C’de saklanmistir (Maniatis et al 1982)

(EK 2H).

2.2.2.2 pBR322 restriksiyon enzim fragmantlarinin agaroz jelden eldesi

ve saflastirilmasi

pBR322 restriksiyon enzim fragmantlarindan (2066 bp ve 2297 bp); 2297 bp
biiytlikliigiinde olan ve vektoriin replikasyon orijini (OriC) ve Ampisillin diren¢ genini
tasiyyan fragmant ‘diisiik kaynama sicakhi@i noktasi yardimi ile DNA’nin jelden

alinmas1’ yontemine uygun olarak jelden alinip saflastirilmistir (William ez al 2001).

2.2.3 Rekombinant DNA molekiiliiniin (pOZ322) olusturulmasi (Ligasyon)

OZ1 kromozomal DNA’s1 iizerinde yer alan ve alfa amilaz genini tasiyan Amy E
gen bolgesi uygun primerler kullanilarak PCR ile ¢ogaltilmistir. Cogaltilan bu DNA
fragmenti Hind/II ve Pvull restriksiyon enzimleri ile kesilerek elde edilen Amy E gen
bolgesinin ligasyonu yine ayni enzimlerle kesilmis olan PBR322 vektoriine yapilmistir

(Maniatis et al 1982, Dong et al 1997).

Ligasyon i¢in enzimlerle kesilmis PCR firiinlinden 5ul, enzimlerle kesilmis
pBR322’den (~2.3kbp) 7ul, 5 mM ATP 1ul, 10X ligasyon tamponu 10ul, dH,O 10ul, T4
DNA ligaz 2ul olmak iizere sogutulmus steril ependorf tiiplerinde ligasyon karisimi
hazirlanmistir (EK 2I). Ligasyon i¢in uygun kosullar 16°C’de 24 saat boyunca saglanmis

ve elde edilen rekombinant pilazmid “pOZ322” olarak isimlendirilmistir.
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2.2.4 Konukgu E. coli’nin ahci hiicre haline getirilmesi

Calismaya baslamadan 48 saat once E. coli DHa susu Luria Bertani agarli besi
yerine ekilerek 37°C’de gelistirilmistir. Gelisen koloniler Luria Bertani sivi besi yerine
aktarilarak yine 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. Bir gece bekletilen kiiltlirlerden 1ml
almarak yeni hazirlanmis 100 ml LB siv1 besi yerine inokiile edilmis ve 600 nm’de
OD=0.4 olana kadar yaklasik 2-3 saat 37°C’de inkiibasyona birakilmistir (Maniatis et al
1982, Inoue et al 1990).

LB s1v1 besi yerinde gelisen kiiltiirler 50 mI’lik falkon tiiplerine alinarak buzda 20
dakika stire ile bekletilmig, +4°C’de 3.000 g’de 10 dakika santrifuj edilmistir. Bu
asamadan sonraki asamalarda hiicrelerin siirekli soguk kalmasma dikkat edilmistir.
Supernatant atildiktan sonra hiicreler 6 ml sogutulmus 0.1M CaCl, ile karistirmis ve 30
dakika siiresince buzda bekletildikten sonra +4°C’de 3.000g’de 10 dakika santrifiij
edilmistir. Ust faz atildiktan sonra hiicreler 1.6 ml sogutulmus %15°lik gliserol igeren
0.IM CaCl, ile siispanse edilmis ve sogutulmus mikrosantrifiij tiiplerine 140ul olacak
sekilde dagitilmis (EK 2J) ve E. coli DHa susu artik rekombinant DNA molekiiliiniin
aktarimi icin alic1 hale getirilmistir (Frank 1997).

2.2.5 pOZ322 rekombinant DNA’nin ahe1 E. coli DHa hiicrelerine transformasyonu

Onceden sogutulmus mikrosantrifuj tiipiine CaCl, ile alict hale getirilmis E.coli
DHa susundan 100ul ve rekombinant DNA molekiilii “pOZ322” den 25ul koyarak
karisim 30 dakika buzda bekletilmistir. Buzdan alinan 6rnekler 37°C’de su banyosuna
alimarak 1 dakika sicaklik soku uygulanarak hiicre ylizeyinde olusan porlarin agilmasi
saglanmistir. Karigima, onceden hazirlanmis ve 37°C’de bekletilmis Luria Bertani (LB)

s1v1 besi yeri eklenerek 37°C’de 1 saat liretilmistir (Maniatis ef al 1982, Frank 1997).

Rekombinant DNA molekiiliinii i¢ceren bakteri kolonilerinin segilmesi igin %1°lik
nisasta ve 50 pg/ml ampisillin iceren LB agarli kati besi yerine transformasyonu
gergeklestirilen kiiltiirden 200 pl dragaski yardimi ile yayilmistir. Kontrol olarak nisasta

iceren ancak ampisillin icermeyen LB kat1 besi yeri kullanilmigtir.
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Bu arada, rekombinant DNA molekiiliinii igermeyen reaksiyon karigimi da ayni
kosullarda hazirlanarak bu karisim ampisillin ve %1°lik nisasta i¢eren kat1 LB besi yerine

ekilmis ve petriler 6 giin siire ile 37°C gelismeye birakilmistir (Frank 1997).

2.2.6 Rekombinant DNA molekiiliinii tasiyan E. coli DHa susundan pilazmid DNA

izolasyonu

Ampisillin ve nisasta iceren LB besi yerinde 18 saat iiremeye birakilan kiiltiirlerden
yine ayni1 siv1 besi yerine %10’luk (5mI=500 pl) inokiilasyon yapilmis ve uygun kosullarda
(37°C) 3-3.5 saat inkiibe edilerek 10.000 rpm de santrifiij edilmistir. Elde edilen hiicre
cOkeltisi hava akimi ile kurutulduktan sonra hiicreler 379ul sakkaroz tamponunda
coziilerek 37°C’de 5 dakika bekletilmistir. 96.5ul lizozim ¢ozeltisi eklenmis ve 37°C’de 5
dakika beklemeye birakilmistir. 48.2ul Tris EDTA uygulamasindan sonra %20 SDS
¢ozeltisinden 27.6ul eklenerek 37°C’de 10 dakika bekletilmistir. Yiiksek rpm de 30 sn
santrifuj edildikten sonra yeni hazirlanmis 3N NaOH ¢ozeltisinden 27.6ul ilave edilmek
suretiyle tiipler yatay zeminde 10 dakika siireyle ters diiz edilerek karistirilmistir. Daha
sonra lzerine 49.6ul 2M Tris HCl eklenmis ve diiz zeminde 3 dakika siireyle
karistirilmistir. +4°C’de tutulan 5M NaCl ¢ozeltisinden 71.7ul ve %3 NacCl ile doyurulmus
Fenol ¢ozeltisinden 700 pl ilave edildikten sonra tiipler +4°C’de 15.000 rpm’de 20 dakika
santrifuj edilmis ve st faz dikkatlice bagka bir tiipe alindiktan sonra iizerine 700 pl
kloroform/izoamilalkol eklenmistir. Tekrar +4°C’de 15.000 rpm’de 20 dakika santrifuj
edilerek alinan {ist faza es hacimde izopropanol eklenmis (EK 2K) ve ekstraktlar bir gece -

20°C’de bekletilmistir (O’Sullivan ve Klaenhammer 1993).

Ikinci giin tiipler +4°C’de 15.000 rpm’de 20 dakika santrifuj edilmis, DNA
cokeltisi oda sicakliginda kapak acgik birakilarak hava akimi ile kurutulmus ve iizerine 20pl

Tris-EDTA ¢ozeltisi eklenerek pellet ¢ozlilmiistiir.
Elektroforez uygulamasindan 6nce 2ul RNase eklenerek 37°C’de 45 dakika inkiibe

edilmis ve % 0.7' lik agaroz jel kullanilarak 90 V’da 3-3.5 saat yiiriitiilen bantlar daha

sonra KODAK jel goriintiileme sistemi ile goriintiillenmistir.
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2.2.7 DNA fragmentlerinin ve pilazmidlerin molekiiler agirhiklarinin hesaplanmasi

Molekiiler agirlik hesaplamasinda, cccDNA ve Lamda DNA marker’larinin
elektroforetik hareketleri ile biiyiikliiklerinin logaritmalar1 arasinda belirlenen dogrusal
iliskiden yararlanilmistir. Kullanilan markerlerden A DNA ve ccc DNA molekiillerinin
agaroz jel fotograflar1 {izerinde Olciilen gd¢ araliklar ile bilinen biiyiikliiklerinin logaritmik
degerlerine bagl olarak egrileri ¢ikarilmustir. Istatistik analizlerle her farkli jel icin
korelasyon katsayisi ve egrinin egimi belirlenerek Agaroz jeldeki fragmentlerin
biiylikliikleri saptanmistir. (Raghava 2001, Elder ve Southern 1983). Bunlar dikkate
alinarak hazirlanan FORTRAN’in bir programi olan Turbo Pascal programina uygun

olarak MSDOS formatinda hazirlanmis ‘Program GEL Version 2/18/89 JRT’ ile

bilinmeyen fragmentlerin tahmini biiyiikliikleri hesaplanmstir.
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BOLUM 111

BULGULAR

3.1  Termostabil alfa-amilaz iireten Bacillus sp. tiirlerinin

izolasyonu ve tanimlanmasi

3.1.1 Termostabil alfa-amilaz iireten Bacillus sp. tiirlerinin izolasyonu

Balikesir 1ili civarinda, sicakliklart 55-90°C arasinda degisen farkli sicak su
kaynaklarindan toplanan su 6rnekleri laboratuvar ortamina getirildikten sonra Bacillus sp.
tiirlerinin izole edilmesi i¢in %]1’lik nisasta igeren M9 besi yerine ekimleri yapilmistir
(yayma ekim). M9 kati besi yerinde 65°C’de 200 rpm’de 72 saat gelistirilen kiiltiirler M9
stv1 besi yerine alinarak ayni kosullarda tekrar {iretilmis ve akabinde NAS kat1 besi yerine
yayma seklinde ekimleri yapilmistir. NAS kati1 besi yerinde 65°C’de 200 rpm’de 48 saat
gelisen farkli koloniler tek cekilerek NBS si1vi besi yerinde 65°C’de 200 rpm’de 48 saat
gelistirilmistir. NBS besi yerinde gelistirilen kiiltiirlerden NAS kat1 besi yerine seri ¢izgi

ekimler yapilmak suretiyle Bacillus sp oldugu diisiiniilen 14 koloni saflastirilmistir.

3.1.2 Termostabil alfa-amilaz iireten Bacillus sp. tiirlerinin tanimlanmasi

3.1.2.1 Glukoz test sonuglari:

Ortamdaki glukoz seviyesinin azalmasi, mavi renkteki besi yerinin sar1 renge
donmesi neticesinde fiziksel olarak gézlenmektedir. Calismamizda, izole edilen kiiltiirlerin

tamaminin karbon kaynagi olarak basit bir seker olan glukozu kullanmadiklari besi yerinde

renk degisiminin olmamasi ile gézlemlenmistir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1 Amilolitik Bacillus sp. suslarini temsilen Bacillus sp. OZ-1’de glukoz testi

3.1.2.2 Katalaz test sonuglar:

Bacillus sp. tlrleri katalaz pozitif 6zellik gostermektedir. NAS besi yerinde
iiremeye birakilan saf kolonilerin iizerine hidrojen peroksit damlatilmistir. Izole edilen
amilolitik 6zellikteki 14 adet Bacillus sp. kiiltiirlinlin katalaz pozitif oldugu ve hidrojen
peroksiti kullanarak su ve oksijen olusturdugu kolonilerdeki gaz ¢ikisi ile fiziksel olarak

gozlenmistir (Sekil 3.2).

Sekil 3.2 Katalaz pozitif Bacillus sp. OZ-1 susunda gaz olusumu
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3.1.2.3 Metilen mavisi ile boyama sonugclar:

Hazirlamis oldugumuz preparatlarin iizerine immersiyon yagi damlatilarak
bakterilerin morfolojileri 151k mikroskobunda gézlenmistir. G6zlem sonuglar1 izole etmis
oldugumuz amilolitik 6zellikteki 14 adet Bacillus sp. susunun basil seklinde oldugu 151k
mikroskobu (OLYMPUS) altinda gozlenmistir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3 Cubuk seklinde morfoloji gdsteren Bacillus sp. OZ1

3.1.24 Gram boyama sonuclari:

Hazirlamis oldugumuz preparatin iizerine immersiyon yagi damlatilarak boyanma
ozelligi 151k mikroskobunda gozlenmistir. Yapilan g¢alismanin sonucunda, izole etmis
oldugumuz amilolitik 6zellikteki 14 adet Bacillus sp. susunun Gram (+) oldugu ve
mikroskop altinda mavi-mor renkte basiller seklinde kendilerini gosterdikleri gdzlenmistir

(Sekil 3.4).

Sekil 3.4 Gram-pozitif Bacillus sp. OZ1 susu
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3.1.2.5 Koloni morfolojisi sonuc¢lari:

Izole edilen amilolitik termofilik &zellikteki Bacillus sp. ler NAS kat1 besi yerinde
65°C’de 72 saat inkiibe edildiginde besi yeri igerigine ve gelisen bakterinin tiirline gore
DLA (Diffuson Limited Aggreated model) modelinde koloni morfolojisi gostermistir.
Bacillus subtillis ATCC 6633 susu ile birlikte takip edilen izolatlarimizin Bacillus sp.
kolonilerin gdstermis oldugu DLA modelinde ayni koloni morfolojilerini gdstermistir

(Sekil 3.5 ave b).

Sekil 3.5a Bacillus sp. OZ1 susu “DLA” modelinde koloni morfolojisi gostermistir

Sekil 3.5b Bacillus subtillis ATCC 6633 “DLA” modelinde koloni morfolojisi gdstermistir
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3.1.2.6 Spor boyama sonuclari:

Oda sicakliginda 1 gece uygun sivi besiyerinde (Nutrient broth + Nisasta)
bekletilerek spor olusumu saglanan Bacillus sp. lerden alinan sivi numune lam iizerine
yayma yapilarak havada kurutulmus, ardindan alevden geg¢irilerek fikse edilmistir. Lam
kurutma kagidi ile kaplanarak tlizerine % 1-2' lik Malasit yesili damlatilmis ve kurutma
kagidi kuruyana kadar bek alevinde tutulmustur. Lam ¢esme suyu ile yikanmis ve iizerine
sulu bazik fuksin damlatilarak 30 sn beklenmistir. Ornek, su ile yikanarak hava akimi
yardimi ile kurutulmug ve immersiyon yagi ile 100X biiyiitmede 151k mikroskobu altinda

sporlar goriintiilenmistir (Sekil 3.6).

Sekil 3.6 Malasit yesili ile boyanan Bacillus sp. OZ1 susunda sporlarin gdzlenmesi

Bu parametreler dogrultusunda yapilan karakterizasyon isleminin neticesinde, izole
etmis oldugumuz amilolitik 6zellikteki 14 adet Bacillus sp. susunun birbirleri ile aym
ozellikleri sergiledigi gozlemlendiginden c¢aligmamizin geri kalan kismu bu suslar

arasindan secilen bir tanesi (Bacillus sp. OZ1) lizerinde ger¢eklestirilmistir.

3.1.2.7 Iyodin testi ile amilolitik aktivitenin belirlenmesi

Iyot bir amilaz indiikatoriidiir. Ortamdaki amilaz enziminin varhigi; koloniler
etrafinda olusan zonlar seklinde kendini gdstermektedir. Bacillus sp. OZ1 ve rekombinant

E.coli DHa suslarinin amilolitik aktivitesi Sekil 3.7°de koloniler etrafinda olusan zonlarin

varlig1 ile gdzlenmigtir.
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Sekil 3.7 Bacillus sp. OZ1 (a) ve rekombinant E.coli DHa (b) suslarinin amilolitik

aktivitesi koloniler etrafinda olugan zonlarin varlig ile gézlenmistir

3.1.2.8 Termostabil alfa-amilaz ireten Bacillus sp. OZ1 susunun

iiretmis oldugu enzim aktivitesinin DNS yontemi ile belirlenmesi

Aktivite tayinini gerceklestirebilmek i¢in Glukoz standart1 kullanilmis ve basarili
R? degerine 50-100-150-200-250-300 mg/ml glukoz kullanilarak ulasilmustir (Sekil 3.8).

Glukoz Standardi ¥ = 0,0008x+ 0,035

R =0,9791
0,07

0,06
0,05
8 0,04 1
0,03
0,02
0,01

Sekil 3.8 Bacillus sp. OZ1 susunda serbest glukoz miktarinin spektrofotometrik tayini

icin kullanilan standart glukoz egrisi (ODs4onm)
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Reaksiyon egimi (OD/dk) X Reaksiyon hacmi (ml) y  1uM —EU
(UM/min.ml)

Standart glukoz egimi (OD/dk) Enzim hacmi (ml) Glukoz MA

formiilii enzim aktivite tayini i¢in kullanilmistir. Bunun sonucunda uygun sayisal degere
ulagabilmek i¢in Bacillus sp. OZ1 susu i¢in farkli zaman araliklarinda egimler
hesaplanmistir. Baslangic reaksiyon aktivitesinin tesbiti i¢inde yine ayni yoOntem
kullanilarak egimler tesbit edilmistir. Enzim iinitesinin formiilasyon sonuglar1 sekil 3.9 ve

3.10 da gosterilmistir.

Bacillus sp. OZ1

OV 1 T T T T T T T T 1
0 3 6 9121518212427 30

ZAVIAN(dakika) ——Seril

EU: Enzim tinitesi (uM/min.ml)

Sekil 3.9 Bacillus sp. OZ1 susunda serbest glukoz miktarinin 0-30 dakika arasindaki
spektrofotometrik tayini (ODs49 nm)

Bacillus sp. OZ 1

ZAMAN(saat)

EU: Enzim iinitesi (uM/min.ml)

Sekil 3.10 Bacillus sp. OZ1 susunda serbest glukoz miktarinin 0-8 saat arasindaki
spektrofotometrik tayini (ODs49 nm)
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3.2 Termostabil Bacillus sp. OZ1 susunda alfa-amilaz

iiretiminin genetik yonii

3.2.1 Alfa-amilaz iiretiminden sorumlu olan gen bolgesi

3.2.1.1 Termostabil alfa-amilaz iireten Bacillus sp. OZ1 susundan

kromozomal DNA izolasyonu

Etanol pelletten tamamen uzaklastirildiktan sonra elde edilen kromozomal DNA,
TE tamponu igerisinde, ileri manipiilasyonlarda kullanilmak iizere +4°C’de saklanmustir.
Bacillus sp. OZ1 ve Bacillus subtillis ATCC 6633 susuna ait kromozomal DNA’lar, %
0.8’lik agaroz jelde 3 saat siiresince 90V da yiiriitiilmiis ve goriintiilenmistir. Bacillus sp.
OZ1 ve Bacillus subtillis ATCC 6633 susundan izole edilmis olan kromozomal DNA’larin
bliytikliiklerinin birbirleri ile ayn1 oldugu goriilmistiir (Sekil 3.11).

Sekil 3.11 Bacillus sp. OZ1 ve Bacillus subtillis ATCC 6633 susundan kromozomal
DNA izolasyonu (Lane 1: supercoiled DNA Markiri; Lane 2: Bacillus sp.
OZ1 DNA; Lane 3: Bacillus subtilis ATCC 6633 DNA )

37



3.2.1.2 Kromozomal DNA iizerinden alfa-amilaz geninin PCR

reaksiyonu ile amplifikasyonu

Bacillus sp. OZ1’e ait kromozomal DNA {izerinde kodlanmis olan ve alfa amilaz
tiretiminden sorumlu olan Amy E gen bolgesi Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile
cogaltilmis ve % 0.8’lik agaroz jelde Bacillus sp. OZ1’in kromozomal DNAs1 ile birlikte

yiriitiilerek yaklasik 2.10 kbp biiyiikliigiinde olan fragmant KODAK jel goriintiileme
sisteminde goriintiilenmistir (Sekil 3.12).

L

- —
P —
S —
- —
—
—
—
-—

Sekil 3.12 Bacillus sp. OZ1 susuna ait kromozomal DNA ve PCR iiriinii (Lane 1:
supercoiled DNA Markiri; Lane 2: Bacillus sp. OZ1 DNA; Lane 3: PCR
tirlinli; Lane 4: ADNA/Hind/II )

3.2.1.3 PCR iiriiniiniin agaroz jelden eldesi ve Hind/Il ve Pvull

restriksiyon enzimleri ile kesimi

Elde edilen PCR {irtinii Hind//I ve Pvull restriksiyon enzimleri ile kesilerek yine
aymi enzimler ile kesilmis olan pR3222 pilazmid vektoriiniin yaklasik 2.3 kbp
biiyiikliigiindeki Ampisillin direng geni ve replikasyon orijinini (Ori C) igeren fragmentine
aktarilarak “p(0QZ322” olarak isimlendirilen rekombinant DNA molekiilii olusturulmustur
(Sekil 3.13).
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1 2 3 4 5 6 7 8

Sekil 3.13 pBR322 pilazmid vektorii ve Bacillus sp. OZ1 susuna ait kromozomal
DNA’dan elde edilen PCR fiiriinii iizerindeki manipiilasyonlarin birlikte
goriintiilenmesi (Lane 1: supercoiled DNA Markiri; Lane 2: halkasal
pBR322; Lane 3: Pvull ile kesilmis pBR322; Lane 4: Hind/// ile kesilmis
pBR322; Lane 5: Pvul/l ve Hind//] ile kesilmis pBR322; Lane 6: PCR gen
trinii; Lane 7: Pvull ve Hind/Il ile kesilmis PCR fiiriinii; Lane 8:
ADNA/HindIIT )

3.2.2 Vektor pBR322 iizerinde yapilan genetik manipiilasyonlar

Yapmis oldugumuz caligmada 4.43 kbp biiyiikliigiindeki pBR322 vektorii, Hind/Z//
ve Pvull restriksiyon enzimleri ile kesilerek 2.3 kbp ve 2.05 kbp biiyiikliigiinde olan iki
fragment elde edilmistir. 2.3 kbp biiyiikliigiindeki fragment, vektdriin replikasyon orijini
OriC’yi ve Ampisillin direng genini tagimaktadir. Ampisillin diren¢ geni ¢alismanin bir
sonraki asamasinda, olusturmus oldugumuz rekombinant DNA molekiilii “pOZ322” yi

tastyan konukc¢u bakterinin segilmesi amaciyla kullanilacaktir.
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3.2.2.1 pBR322 pilazmid vektoriiniin Hind/II ve Pvull restriksiyon

enzimleri ile kesimi

Hind/II ve Pvull restriksiyon enzimleri tarafindan kesilen pBR322 pilazmid
vektori % 0.8’lik agaroz jelde yiiriitiilerek KODAK jel goriintiileme sisteminde
gorilintiilenmis ve 2.3kbp biiyiikliigiinde olan ve ampisillin direng¢ geni ile replikasyon
orijini Ori C’yi iceren fragment % 0.2’lik agaroz jelden “diisiik kaynama sicakhigi
noktasi yardimi ile DNA’nin jelden alinmas1” yontemi ile alinarak daha ileri molekiiler

genetik uygulamalar i¢in hazir hale getirilmistir (Sekil 3.14).

Sekil 3.14 Halkasal ve restriksiyon enzimleri ile kesilmis olan pBR322 pilazmid
vektorii (Lane 1: supercoiled DNA Markiri; Lane 2: halkasal pBR322;
Lane 3: Pvu/l ile kesilmis pBR322; Lane 4: Hind/// ile kesilmis pBR322;
Lane 5: Pvull ve Hind/II ile kesilmis pBR322; Lane 6: ADNA/Hind/I] )
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3.2.3 Rekombinant DNA molekiiliiniin (pOZ322) olusturulmasi (Ligasyon)

OZ-1’e ait alfa amilaz genini iceren Amy E gen bolgesi OZ1’e ait kromozomal
DNA iizerinden PCR ydntemi ile ¢cogaltilmistir. Cogaltilan bu DNA fragmenti Hind//] ve
Pvull restriksiyon enzimleri ile kesilerek yine ayni enzimlerle kesilmis olan pBR322
pilazmid vektoriinlin replikasyon orijini OriC ve Ampisillin direng genini tasiyan 2.3

kbp’lik fragmantina ligasyon ile aktarilmistir (Sekil 3.15)

Sekil 3.15  pBR322’ ye ait fragment ve ayni enzimler ile kesilmis PCR {iriinii (Lane 1:
supercoiled DNA Markiri; Lane 2: Pvul/l ve Hind//I ile kesilmis pBR322;
Lane 3: Pvul/l ve Hind//! ile kesilmig PCR {iriinii )

3.2.4 pOZ322 rekombinant DNA’mn alic1 E. coli DHa hiicrelerine transformasyonu

Yapmis oldugumuz calismada olusturmus oldugumuz “pOZ322” rekombinant
DNA molekiilii CaCl, yontemi kullanilarak konukgu bakteriye aktarilmistir. Bu ¢alismada
konuk¢u hiicre olarak ticari olarak satilan ve pilazmid icermeyen E. coli DHa susu
kullanilmigtir. Rekombinant DNA molekiiliinii tasiyan E. coli DHo susu uygun besi

yerinde (nisasta ve ampisillin iceren LB) 6 giin siire ile gelistirilmistir.
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3.2.5 Rekombinant DNA molekiiliinii tasiyan E. coli DHa suslarinin tespiti

Yapilan ¢alismada olusturmus oldugumuz “pOZ322” rekombinant DNA molekiilii,
CaCl, yontemi ile E. coli DHa susuna aktarilmistir. Bu caligmada ampisillin igeren ve

ampisillin igermeyen LB %1 nisastali kat1 besi yeri kullanilmistir.

Ampisillin ve %1’lik nisasta iceren kati besi yerinde 6 giin siiresince 37°C’de
tiremeye birakilan petrilerde Ampisilline direngli koloniler oldugu ve bunlarinda
normalden daha biiyiik oldugu goézlenmistir (Sekil 3.16). Kontrol i¢in kullanilan ve
ampisillin icermeyen %]1°lik kat1 besi yerinde aynm kosullarda liremeye birakilan E. coli
DHa kiiltiirtindeki kolonilerin ise irili ufakli ve ¢ok sayida oldugu gézlenmistir (Sekil

4.17).

Bir diger LB kati besi yeri igeren petride ise Ampisillin ve %]1’lik nisasta
bulunmasina karsin, rekombinant DNA molekiiliinii icermeyen ligasyon karisimi ile
transformasyon yapilmis E. coli DHa susu bulunmaktadir. Ayni kosullarda, 6 giin
suresince 37°C’de liremeye birakilan kiiltlirlere bakildiginda petri plaka {izerinde herhangi

bir ireme olmadig1 gézlenmistir.

Calismamizda, uygun besi yerinde gelisen kolonilerden Ampisilline direngli olanlar
secilerek bunlar bir sonraki asamada gergeklestirilecek olan pilazmid DNA izolasyonu igin

hazirlanmustir.

3.2.6 Rekombinant DNA molekiiliinii tasiyan E. coli DHa susundan pilazmid DNA

izolasyonu

Yapilan c¢aligmada transformasyon sonrasinda Ampisilline direngli amilolitik
ozellikteki rekombinant E. col/i DHa susunun olusturdugu saf kolonilerden pilazmid DNA
izole edilmistir. Bu calismada konukcu olarak kullanilan E. coli DHa susu ticari olarak
satilan pilazmid icermeyen bir sustur. izole etmis oldugumuz rekombinant pilazmid DNA

% 0.8'lik agaroz jelde 90V da 4 saat boyunca yiiriitiilerek goriintiilenmistir (Sekil 3.18)

42



Sekil 3.16 Rckombinant DNA molekiiliinii barindiran ve amilolitik Ozellikte olan
ampisillin direngli E. coli DHo susunun olusturdugu koloniler (LB nisastali

agar + Ampisillin)

Sekil 3.17 Rekombinant kolonilerin se¢imi i¢in kullanilan kontrol besi yerinde gelisen

koloniler (LB nisastali agar)
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Sekil 3.18 Rekombinant pilazmidi iceren E. coli DHa susundan rekombinant pilazmid
izolasyonu (Lane 1: supercoiled DNA Markirt; Lane 2: halkasal pBR322;
Lane 3: E. coli DHa susundan elde edilen rekombinant pilazmid; Lane 4:
kontrol, pilazmid DNA ig¢ermeyen ticari E. coli DHa susu ; Lane 5:

ADNA/Hind!Il )

3.2.7 Rekombinant E. coli DH o susunun iiretmis oldugu enzim aktivitesinin DNS

yontemi ile belirlenmesi
Aktivite tayinini gergeklestirebilmek ic¢in Glukoz standarti kullanilmis ve basarili

R? degerine 50-100-150-200-250-300 mg/ml glukoz kullamlarak ulasiimistir (Sekil 3.9).

Bu degerin ulasidldig1 egim noktasi ise enzim aktivite tayini i¢in se¢ilmistir.
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Reaksiyon egimi (OD/dk) X Reaksiyon hacmi (ml) y  1uM —EU

o : : (uM/min.ml)
Standart glukoz egimi (OD/dk) Enzim hacmi (ml) Glukoz MA
formiilii enzim aktivite tayini i¢in kullanilmistir. Bunun sonucunda uygun sayisal degere
ulagabilmek i¢in E.coli DHa susu i¢in egim hesaplanmig ve grafiksel olarak sonuglar
gosterilmistir (Sekil 3.20). Baslangic reaksiyon aktivitesinin tesbiti i¢cinde yine ayni

yontem kullanilarak egim degerleri hesaplanmistir (Sekil 3.19).

E. coli DH

0,6
o 04
0,2

OV T T T T T T T T T 1

0 3 6 9121518212427 30

ZAVAN(sn
) ——Seani 1

EU: Enzim iinitesi (WM/min.ml)

Sekil 3.19 E. coli DHa susunda serbest glukoz miktarimin 0-30 dakika arasindaki
spektrofotometrik tayini (ODss9 nm)

E.cali DH
2
15
m 1
0,5
OV T T T T T T T 1
0O 1 2 3 45 6 7 8
( ) ——Seri 1

EU: Enzim iinitesi (uM/min.ml)

Sekil 3.20 E. coli DHo susunda serbest glukoz miktarinin 0-8 saat arasindaki

spektrofotometrik tayini (ODss9 nm)
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0-8 saat araliginda gergeklestirilen enzim aktivite tayininde, rekombinant E.col/i DHa

susunun enzim aktivitesinin Bacillus sp. OZ1 susunun enzim aktivitesinden daha fazla

oldugu tesbit edilmistir (sekil 3.21, 6zellikle 5. saat araliginda)

ENZIM AKTIVITESI

—+—Seri1l = Sai2|

ZAVAN-saat

Seri 1: Bacillus sp. OZ1
Seri 2: E. coli DHa

EU: Enzim tinitesi (WM/min.ml)

Sekil 3.21 Bacillus sp. OZ1 ve E. coli DHa suslarinda a-amilaz enzim aktivitesi (0-8 saat)

0-30 dakika zaman araliginda gerceklestirilen enzim aktivite tayininin kullanilma

sebebi; baslangic reaksiyon oranini tesbit etmektir. Amag; enzimin baslangi¢ aktivitesinin

varligini gézlemlemektir. Bunun sonucunda; Sekil 3.22°de Bacillus sp. OZ1 ve E.coli DHa

susunun baglangic enzim aktivite varligir gosterdigi tesbit edilmistir. Her ikisinde de bir

artis gozlenirken; baglangi¢ reaksiyonunun Bacillus sp. OZ1 susunda daha fazla oldugu

gbzlenmistir.

ENZIM AKTIVITESI

——Seril ®—Seri 2

0O 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30
ZAVIAN-dakika

Seri 1: Bacillus sp. OZ1
Seri 2: E. coli DHa

EU: Enzim iinitesi (uM/min.ml)

Sekil 3.22 Bacillus sp. OZ1 ve E. coli DHa suslarinda a-amilaz enzim aktivitesi (0-30 dak)
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BOLUM 1V

TARTISMA VE SONUC

Balikesir ili ve ¢evresindeki Bigadi¢-Hisarkdy, Susurluk-Kepekler, Sindirgi-
Hisaralan, Balya-Ilica ve Edremit-Giire kaplicalar1 termal alan ve 1licalarindan toplanan
yirmi bes adet sicak su Orneklerinden izole edilen izolatlarinin biyokimyasal ve fiziksel
analizleri sonucunda bunlarin amilolitik 6zellikte Bacillus sp. tiirleri oldugu anlasilmis ve
izolatlar Bacillus sp. OZ1, OZ2, OZ3, OZ4, OZ5, OZ6, OZ7, 0Z8, 0Z9, 0Z10, OZ11,
0Z12, OZ13, OZ14 olarak isimlendirilmislerdir. Bu izolatlarin karbon kaynagi olarak
glukoz gibi basit sekerler yerine kompleks karbon kaynagi olan ¢oziinebilir nisastay1
kullandiklar1, hidrojen peroksidi kullanarak su ve oksijen olusturdugu tespit edilmistir. Isik
mikroskobunda yapilan analizler sonucu, bu bakterilerin ¢ubuk, basil seklinde oldugu ve
Gram boyama ile Gram (+) Ozellikte olup mikroskopta pembe renkte basiller seklinde
oldugu goriilmiistiir. Spor boyama sonucunda bobrek seklinde Bacillus subtillis tiirlerinde
goriilen spor modelini gosterdikleri gdzlenmistir. Bununla birlikte OZ1, OZ2, OZ3, OZ4,
075, 0Z6, 0Z7, 0Z8, OZ9, 0Z10, OZ11, OZ12, OZ13 ve OZ-14 suslar1 Bacillus subtillis

tiirlerine ait DLA modelinde ayn1 koloni morfolojilerini sergiledikleri goriilmiistiir.

Yapilan ¢alismada DNS yontemi kullanilarak izolatlardan elde edilen kaba enzim
cozeltileri ile enzim aktivite degerleri oransal olarak hesplanmistir. Enzim aktiviteleri
kiyaslandiginda biitlin izolatlarda enzimin aktivitesinin en yiiksek oldugu saatin iiremenin
3 ile 6. saatleri arahiginda oldugu tespit edilmistir. Izolatlar arasindan secilen Bacillus sp.
OZ1 izolat1 i¢in maksimum aktivite degerine bakildiginda enzimin yiiksek aktivitesinin

pH:7 ve pH:7.5 araliginda korudugu goriilmiistiir.

Bu ¢alismada izolatlar arasindan secilmis olan Bacillus sp. OZ-1’e ait kromozomal
DNA iizerinde kodlanmis olan alfa amilaz iiretiminden sorumlu olan Amy E gen bolgesi
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile ¢ogaltilmis, ¢ogaltilan bu DNA fragmenti Hind///
ve Pvull restriksiyon enzimleri ile kesilerek ayni enzimlerle kesilmis olan pBR322
pilazmid vektoriine ligasyon ile aktarilmistir. Olusturulan ve “pOZ322” olarak

isimlendirilen rekombinant pilazmid CaCl, yontemi kullanilarak konukc¢u bakteri E.coli
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DHa susuna aktarilmistir. Uygun besi yerinde gelistirilen kolonilerden rekombinant
pilazmidi tasiyan Ampisilline direngli olan koloniler secilmis ve bunlar bir sonraki

asamada rekombinant pilazmid izole edilmek {izere hazirlanmistir.

Yapilan calismada Ampisilline direncli amilolitik 6zellikteki rekombinant E.coli DHa
susunun olusturdugu saf kolonilerden pilazmid DNA izole edilmistir. Rekombinant
pilazmidi tasiyan E.coli DHa susunun olusturdugu kolonilerden izole edilen kaba enzimin
oransal aktivitesi DNS yontemi ile belirlenmistir. Bacillus sp. OZ-1 susundan elde edilen
enzimin aktivitesi ile E.coli DHa susunun olusturdugu rekombinant pilazmidi tasiyan
kolonilerden izole edilen enzimin aktivitesi aralarinda 5. saatten sonra belirgin bir fark

goriilmemistir.

Balikesir ili ve ¢evresindeki sicak su kaynaklarindan toplanan su 6rneklerinden yapilan
izolasyon sonucunda, nisastali besiyerinde gelisim yetenegine sahip olan bakteriler
calismanin ana kaynagi olmak iizere se¢ilmis ve amilaz enzim aktivitesinin varligi tayin
edilmistir. Izole edilen bu bakteriler fiziksel ve biyokimyasal analizler neticesinde kontrol
kabul edilen Bacillus subtilis susu ile karsilastirilmis ve bunun sonucunda izole edilen 14
adet bakterinin Bacillus sp. oldugu sonucuna varilmistir. Izole edilen Bacillus sp. suslari
icerisinden; ¢alismanin genetik kismini olusturabilmesi i¢in en iyi enzim aktivitesi gosteren
bakteri se¢imi gerceklestirilmis ve c¢aligmalara bu bakteri {izerinden devam edilmistir.
Amilaz enziminin varlig1 gerek DNS yontemi kulllanim1 sonucu spektrofotometrik olarak,
gerekse amilazin indikatorii sayilan iyot ayiracinin reaksiyonu sonucu olusan zonlarin
varligi ile gozlemlenmistir. Yapilan enzim aktivite tayin degerleri icin standart glukoz

cozeltisi kullanilmis ve aktivitenin giderek artan bir grafik izledigi sonucuna varilmistir.
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EK1

BAKTERI iZOLASYONUNDA KULLANILAN KULTUR
ORTAMLARI

M9 NiSASTA AGAR:

Amilolitik 6zellikteki bakterilerin secilmesi amaci ile kullanilmistir.

Bilesimi: (gr/lt)
Na,HPO4 6
KH,PO4 3
NaCl 0.5
NH4Cl 1
MgSO4 0.24
CaCl, 0.24
Pepton 3
Nisasta 10

NUTRIENT BROTH NiSASTALI BESi YERi (NBS):

Amilolitik Bacillus sp. suslarinin saflagtirilmasi amaci ile kullanilmastir.

Bilesimi (gr/lt)
Pepton 5
Beef Extract 3
NaCl 8
Nisasta 10
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NUTRIENT AGAR NiSASTALI BESi YERI (NAS):

Bilesimi (gr/lt)
Pepton 5
Beef Extract 3
NaCl 8
Nisasta 10
Agar 15

LURIA BERTANI BESIi YERI (LB) :

Rekombiant E.coli suslarmin gelistirilmesi amact ile ampisillin ilave edilerek

kullanilmistir. Amilolitik aktiviteyi arttirmak amaci ile IPTG kullanilmagtir.

Bilesimi (gr/ml)
Tripton 10
Yeast extract 5

NaCl 10
Nisasta 10
Ampisillin 100mg

56



EK 2

TAMPON ve SOLUSYONLAR

EK-2A: BIYOKIMYASAL TESTLER VE BOYAMA TEKNIKLERI

GLUKOZ TESTI:

izole edilen Bacillus sp. tiirlerinin glukoz kullanma yeteneklerinin gosterilmesinde
kullanilmigtir. Bu testin temel prensibi sivi besi yerindeki renk degisimi sonucu

bakterilerin karbon kaynagi olarak glukozu kullanip kullanmadiginin anlagilmasidir.

Kullanilan kimyasallar (g/ml)
NB Broth 5ml
Glukoz 1 gr
Bromtimol mavisi 0.004 gr

KATALAZ TESTI:

izole edilen bakterilerin katalaz reaksiyonlarmi saptamak amaci ile bakteri kiiltiirleri

tizerine H,O, damlatilarak yapilmistir.

GRAM BOYAMA:

Bakterilerin hiicre duvar yapilarina gére Gram (+) veya Gram (-) olduklarin1 géstermek

amaci ile kullanilmustir.

Kiristal Violet stok soliisyonu :

Kristal Violet lgr
Etanol %95
dH,O 100 ml ye tamamlanir
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Bazik Fuksin stok soliisyonu :

Bazik Fuksin 3gr
Etanol %95
dH,O 100 ml ye tamamlanir

Gram’in iyot soliisyonu :

Iyot I gr
Potasyum Iyodiir 2 gr
Sodyum karbonat %5 60 ml
dH,O 140 ml

METILEN MAVISi iLE BOYAMA :

Bakterilerin 151k mikroskobu altinda gozlemlenebilir hale gelebilmesi i¢in {izerine bir

damla su konulmus lamele bakteri kiiltiirii ilave edilerek mikroskop altinda incelenir

SPOR BOYAMA :

Sulu Bazik Fuksin ¢ozeltisi :

Bazik Fuksin 3gr
Etanol %095 100 ml
Malasit Yesili ¢ozeltisi %?2
Malasit Yesili 2gr
dH,O 100 ml

IYODIN TESTI iLE AMILOLITIiK AKTIVITENIN BELIRLENMESI:

Iyot lgr
Potasyum Iyodiir 2gr

Bu maddeler 5ml damitik su igerisinde tamamen ¢oziiliir ve bunun {izerine 140ml damitik
su ve %5’lik sulu sodyum karbonattan 60ml ilave edilir. Iyice karistirildiktan sonra

kullanilir
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EK-2B: DNS YONTEMi ILE AMILOLITIK AKTIVITENIN
BELIiRLENMESI

DNS yontemi, elde edilen termofil oOzellikteki Bacillus sp. tiirleri arasindan enzim

aktivitesi en yiiksek olaninin se¢imi amaci ile kullanilmistir.

Kaba substrat cozeltisi hazirlamsi :

0.1 M NaK (pH:7) tampon ¢ozetlisi 100 ml
Nisasta 1 gr

DNS c¢ozeltisi hazirlanisi :

DNS 1l gr
0.1 M NaK (pH:7) tampon ¢ozetlisi 100ml
2N NaOH 8 gr
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EK-2C: KROMOZOMAL DNA IZOLASYONU

TES tamponu

10 mM Tris pH:8
5 mM EDTA
%1.5 NaCl

%20 SDS Cozeltisi

SDS 20 gr
dH,O 100 ml
%90 Etanol

Etanol 90 ml
dH,O 100 ml

Kloroform-izoamilalkol Cozeltisi

Kloroform ve Izoamilalkol 24:1 oraninda karistirilarak hazirlanar.

Fenol Cozeltisi

Fenol 50 gr
NaCl 1.5 gr
dH,O 100 ml

Fenol-Kloroform Cozeltisi

Fenol ile Kloroform-izoamilalkol ¢6zeltileri 1:1 oraninda karistirilarak hazirlanir.
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S5M NaCl Cozeltisi

NaCl
dH,0

TE Tamponu

0.01 M Tris pH:7.3
0.001 M Na,EDTA

Lizozim enziminin hazirlanisi

Lizozim

dH,O

RNase enziminin hazirlanisi

RNase
0.01 M NacCl

Proteinaz K enziminin hazirlanisi

10 mM Tris pH:7.5
10 mM NaCl

Proteinaz K
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29.2 gr
100 ml

Smg

Iml

1 mg

1ml

0.5 ml
0.5 ml
20 mg



EK-2D ALFA AMILAZ GENININ PCR IiLE KROMOZOMAL DNA
UZERINDEN COGALTILMASI

PCR reaksiyonu :

dH,O Tip I 29 ul
10X PCR tamponu 5ul
25 mM MgCl, 3ul
1.25 mM dNTP set 8 ul
10 pmol/ul F primer 2 ul
10 pmol/ul R primer 2 ul
Taq DNA Polimeraz Sul
DNA 1 ul

PCR reaksiyon kosullar:

95 C° 3 dakika 1 siklus
95C° 30sn
55 C° 1 dakika 30 siklus

68 C° 3 dakika

68 C ° 10 dakika 1 siklus

Tiipler +4°C’de tutulur
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EK-2E AGAROZ JELIN HAZIRLANMASI:

Bacillus sp. OZ1 susundan kromozomal DNA izole edilerek DNA’nin ve DNA {izerinde

yapilan mantiipiilasyonlarin goriintiilenmesi amaci ile kullanilmistir.

Agaroz Jel

Agaroz
10X TBE tamponu
Etidyum Bromid

10X TBE Tamponu

Tris Base
Borik asit
EDTA
dH,O

Yiikleme Bovasi:

Bromfenol mavisi
Sakkaroz
dH,O

gr/ml

0.8 gr
100 ml
%1

gr/lt

10,8 gr
5.5 ¢gr
0.95
1000 ml

gr/ml

0.25 gr

40 gr
100 ml
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EK-2F PCR URUNUNUN AGAROZ JELDEN PURIFIKASYONU :

Kullamlan kimyasallar :

20 mM Tris  (pH: 8)
1 mM EDTA

Fenol (pH:7- 8 )
Fenol/ Kloroform
Kloroform

3M Sodyum Asetat
% 70 Etanol
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2.5 hacim
2.5 hacim
1 hacim

1 hacim

1 hacim
1/10 hacim

1 hacim



EK-2G PCR URUNUNUN Hind/lI ve Pvull RESTRIKSIiYON

ENZIMLERI ILE KESIMI:
dH,O 16 pl
10X restriksyon tamponu 2 ul
100X BSA 0.5 pul
PCR iiriinii 4 ul
Hind/I1 0.5ul
Pvull 0.5ul

Reaksiyonun durdurulmasi i¢in kullanilan kimyasallar :

20 ul 0.5 M NaCl

Hacmin iki kat1 Etanol
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EK-2H pBR322 PILAZMID VEKTORUNUN Hind/II ve

Pvull

RESTRIKSIiYON ENZIMLERI iLE KESiMi:

Reaksiyon karisimi asagida siraya gore hazirlanmistir :

dH,O 16 ul
10X restriksiyon tamponu 2 ul
100X BSA 0.5 ul
pBR322 2ul
HindZI1 0.5ul
Pvull 0.5ul

Reaksiyonun durdurulmasi i¢in kullanilan kimyasallar :

20 1 0.5 M NaCl

Hacmin iki kat1 Etanol
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EK-21 ALFA AMILAZ GENINi iCEREN PCR URUNUNUN AYNI
ENZIMLER ILE KESILEN pBR322’ve AKTARILMASI ve
REKOMBINANT PiLAZMIiDIiN OLUSTURULMASI

Ligasyon :

Enzimlerle kesilmis PCR {irlinii Sul
Enzimlerle kesilmis pBR322 7wl
10 X Ligasyon tamponu 10 pl
dH,O 10 pl
T4 DNA ligaz 2 ul

Karigim steril tlip igerisinde 24 saat 16°C’de bekletilmistir.
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EK-2J ALFA AMILAZ GENi TASIYAN REKOMBINANT DNA
MOLEKULUNUN E.coli DHo, SUSUNA CaCl, YONTEMIi
KULLANILARAK AKTARILMASI

LB Sivi besi veri

Tripton 10 gr
Yeast Sgr
NaCl 10 gr
dH,O 1000 ml
LB Kati besi yeri

Tripton 10 gr
Yeast Sgr
NaCl 10 gr
Agar 7 gr
dH,O 1000 ml

Antibiyotik ilave edilerek hazirlanan LB agar besi veri

LB s1v1 besi yeri 500 ml
Agar 7 gr

Otoklavlandiktan sonra 1s1 55°C’ye sogutularak igerisine 50 mg/ml olarak hazirlanmig

antibiyotik olan Ampisillin ilave edilmistir.

1M CaCl,
CaCl, 111 gr
dH,0O 1000 ml

0.22um Filtre ile sterile edilir.
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0.1M CaCl,

1M CaC12
dH,0O

%15°lik Gliserol ve 0.1 M CaCl, karisimi hazirlanisi

1M CaC12
%750 Gliserol
dH,O

%50 Gliserol cozeltisi hazirlanisi

Gliserol
dH,O

Karisim otoklavlanarak sterilize edilmistir.

%15°lik Gliserol cozeltisi hazirlanisi

Gliserol

dH,O

Karisim otoklavlanarak sterilize edilmistir
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100 ml
900 ml

100 ml
300 ml
600 ml

50 ml
100 ml

15 ml
100 ml



EK-2K PiLAZMID DNA iZOLASYONU

Sakaroz tamponu (pH: 8.0)

Tris 0.65 gr
EDTA 0.0372 gr
Sukroz 6.7 gr
dH,O 100 ml

Tris EDTA soliisyon 1 (pH: 8.0)

Tris 0.6 gr
EDTA 9.31 gr
dH,O 100 ml

Tris EDTA soliisvon 2 (pH: 7.5)

Tris 0.121 gr
EDTA 0.037 gr
dH,O 100 ml
3N NaOH cozeltisi

NaOH 1.2 gr
dH,O 10 ml

Lizozim cozeltisi (pH: 8.0)

Tris 0.3 gr
Lizozim 0.1 gr
dH,O 10 ml
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RNase cozeltisi

RNase
dH,O

Tris-HCI cozeltisi (pH: 7.0)

Tris—HCI
dH,O

SDS cozeltisi (pH: 8.0)

Tris
EDTA
SDS
dH,O

%3’liik NaCl ile doyurulmus Fenol cozeltisi

Fenol
NaCl
dH,O
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Smg
5ml

31.5¢gr
100 ml

0.6 gr
0.74 gr
20 gr
100 ml

100 gr
3gr
20 ml



EK-3

DNA ANALIZLERI iCIN KULLANILAN MARKIRLAR

+ DNA supercoiled markir 16,210 bp-2067bp

(GIBCO)

DNA Ladder, Supercoiled
11 Supercoiled fragments, 2-16 kb

Product Number D5292
Storage Temperature -20 °C

Product Description

The Supercoiled DMNA Ladder contains 11 supercoiled
fragments (2,067-16,210 bp) and is suitable for use as
an electrophoresis marker for supercoiled DMA_

Plasmid Sizes
base pairs (bp)

16,210
14,174
12,138
10,102

2,086
7,045
6,020

5,012
3,990

2,972

2,067
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+ Lamda DNA/ HindZ/II Marker 30 kb-100 bp

(FERMENTAS)

bp

Lambda DNA/HindIII Marker,

ng/0.509 %

1.0% agarose

0.5pg/1ane,
gem length gel,

/23130* 238.4

9416 971
06057 676
—4361" 45,0
— 2322 239
—2027 209
—564 9.8

—125 13

1X TAE, 7V/iem, 45min

47.7
19.4
13.5
9.0

— =
M2 OO0

(e
[ F0]
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Na,HPO4
KH,PO,4
NaCl
NH4Cl
MgS04
CaCl,
Pepton
Nisasta
Beef Extract
Tripton

Yeast extract

100 mg/ml Amphicilin

Glukoz
Bromtimol mavisi
H,0,

Kristal Violet
Etanol

Bazik Fuksin
Metilen mavisi
NaOH

DNS

Tris

EDTA

SDS
Klorofrom

[zomilalkol

Fenol

EK-4

KiMYASAL MADDELER
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MERCK
MERCK
PANREAC
MERCK
MERCK
MERCK
MERCK
MERCK
DIFCO
OXOID
DIFCO
CALBIOCHEM
SIGMA
MERCK
MERCK
MERCK
RIEDEL-deHAEN
MERCK
MERCK
MERCK
SIGMA
SIGMA
MERCK
SIGMA
CARLOEBRA
MERCK

MERCK



Izopropanol

Butanol

Asetik asit

Gliserol

Proteinaz K

DNA supersarmal marker 16,210 bp-2067bp
Lamda DNA/ Hind//I Marker 30 kb-100 bp
Agaroz

Etidyum Bromid

Borik asit

Sakkaroz

Lizozim

RNase

Tris—HCl

25 mM MgCl,

1.25 mM dNTP set

10 pmol/ul F primer

10 pmol/ul R primer

Taq DNA Polimeraz

100X BSA

Hind/II ve 10X restriksiyon tamponu
Pvull ve 10X restriksiyon tamponu
pBR322

5 mM ATP

T4 DNA ligaz ve 10 X Ligasyon tamponu
0.22um Membran Filtre
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MERCK
MERCK
MERCK
MERCK
MERCK
SIGMA
FERMENTAS
SIGMA
MERCK
MERCK
SIGMA
SIGMA
SIGMA
SIGMA
FERMENTAS
FERMENTAS
METIS BIYOTEK
METIS BIYOTEK
FERMENTAS
SIGMA
SIGMA
FERMENTAS
FERMENTAS
SIGMA
FERMENTAS
MILLIPORE



EK-5

pBR322 VEKTORUNUN FiZiKSEL HARITASI

Bsu15l 23
Hindlll 23
Eco32] 1185

Nhel 229
BamHl 373

SagrNl 400 Pael 562
Xagl 622

EcoRl, Xapl 433
Aatll 4284
Sspl 4188

Scal 3844

Pyul 3733
Sall 651

Pstl 3s07 Box|l 712

Vspl 3537

Eco31l 3433 Ecp52] 939

Bsp6sl 972
Bsphl 1063

Eam1105] 3361

Mva1269] 13a3
Eco1301 1353
Eco88l 1425
Misl 1444
1580

Cail 288

Bpu10l

Bsgl 1650

Aflll, BspLU1l 2473 Kpn2l 1664

55 23a0 Bsedl 16F3
ol 2330 Pyull 2084
Bst1107] 2244 Psyl 2217

Bsahl 2225
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EK-6
B. subtilis 168|BG10473|amyE: 1980 bp - alpha-amylase

atgtttgcaaaacgattcaaaacctctttactgccgttattcgctggatttttattgctg
tttcatttggttctggcaggaccggcecggctgcgagtgctgaaacggcgaacaaatcgaat
gagcttacagcaccgtcgatcaaaagcggaaccattcttcatgcatggaattggtegttc
aatacgttaaaacacaatatgaaggatattcatgatgcaggatatacagccattcagaca
tctccgattaaccaagtaaaggaagggaatcaaggagataaaagcatgtcgaactggtac
tggctgtatcagccgacatcgtatcaaattggcaaccgttacttaggtactgaacaagaa
tttaaagaaatgtgtgcagccgctgaagaatatggcataaaggtcattgttgacgcggtc
atcaatcataccaccagtgattatgccgcgatttccaatgaggttaagagtattccaaac
tggacacatggaaacacacaaattaaaaactggtctgatcgatgggatgtcacgcagaat
tcattgctcgggcetgtatgactggaatacacaaaatacacaagtacagtcctatctgaaa
cggttcttagacagggcattgaatgacggggcagacggttttcgatttgatgccgccaaa
catatagagcttccagatgatggcagttacggcagtcaattttggccgaatatcacaaat
acatctgcagagttccaatacggagaaatcctgcaggatagtgcctccagagatgcetgea
tatgcgaattatatggatgtgacagcgtctaactatgggcattccataaggtccgcttta
aagaatcgtaatctgggcgtgtcgaatatctcccactatgcatctgatgtgtctgcggac
aagctagtgacatgggtagagtcgcatgatacgtatgccaatgatgatgaagagtcgaca
tggatgagcgatgatgatatccgtttaggctgggcggtgatagcttctcgticaggcagt
acgcctcttttcttttccagacctgagggaggcggaaatggtgtgaggticccggggaaa
agccaaataggcgatcgcgggagtgctttatttgaagatcaggctatcactgcggtcaat
agatttcacaatgtgatggctggacagcctgaggaactctcgaacccgaatggaaacaac
cagatatttatgaatcagcgcggctcacatggegttgtgctggcaaatgcaggttcatcc
tctgtctctatcaatacggcaacaaaattgcctgatggcaggtatgacaataaagctgga
gcgggttcatttcaagtgaacgatggtaaactgacaggcacgatcaatgccaggtctgta
gctgtgctttatcctgatgatatigcaaaagcgcectcatgttttccttgagaattacaaa
acaggtgtaacacattctttcaatgatcaactgacgattaccttgcgtgcagatgcgaat
acaacaaaagccgtttatcaaatcaataatggaccagacgacaggcgtttaaggatggag
atcaattcacaatcggaaaaggagatccaatttggcaaaacatacaccatcatgttaaaa
ggaacgaacagtgatggtgtaacgaggaccgagaaatacagttttgttaaaagagatcca
gcgtcggccaaaaccatcggctatcaaaatccgaatcatiggagccaggtaaatgcttat
atctataaacatgatgggagccgagtaattgaattgaccggatcttggcctggaaaacca
atgactaaaaatgcagacggaatttacacgctgacgctgcctgcggacacggatacaacc
aacgcaaaagtgatttttaataatggcagcgcccaagtgcccggtcagaatcagectggce

tttgattacgtgctaaatggtttatataatgactcgggcttaagcggttctcttccccat
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