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OZET

GAITA BAKTERILERINDEN EKTRASELULER AMILAZ URETIiMI,
IZALASYONU VE KARAKTERIZASYONU
SAMET KOCABAY

Yiiksek Lisans Tezi
Molekiiler Biyoloji Ve Genetik Anabilim Dah
Danmisman: Do¢. Dr. Birnur AKKAYA
2015, 96+ xvi sayfa

Amilazlara olan ihtiyag giinlimiiz biyoteknolojisinde kullanim
alanlarindan dolay1 artmaktadir. Bu ihtiyaglarin karsilanmasi amaciyla bakteriyel
amilazlarin izolasyonu saflastirilmasi ve karakterizasyonu giiniimiizde ilgi odagi
olusturmaktadir.

Gaita bakterilerinden ektraseliiler p-amilaz {ireten bakterilerin hem
fenotipik hem de genotipik karakterizasyonu yapilarak {iretilen p-amilaz
enziminin karakterizasyonu gergeklestirilmistir. 16SrDNA gen bdolgeleri
dizilendiginde Lactobacillus fermentum oldugu saptanmistir. Gram pozitif, %3
NaCl igeren besi yerinde iireyebilen bir bakteridir. Uretilen amilaz enzimi 20 kDa
agirhgindadir. Enzimin ¢aligmasi i¢in optimum pH 5.0 ve 10.0°dur ve sicaklig1 45

°C’ ve 37 °C olarak bulunmustur.

Anahtar kelimeler: amilaz, biyoteknoloji, gaita, ekstraseliiler enzim, nisasta
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ABSTRACT

PRODUCDUTION, ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF
EXTRACELLULAR AMYLASE ENZYME FROM GAITA BACRERIA

SAMET KOCABAY
Master of Science Thesis, Department of Molecular Biology And Genetics
Supervisor: Do¢. Dr. Birnur AKKAYA
2015, 96 + xvi pages

There are much more attention on the amylase enzymes in recent
biotechnology because of application of them. To provide these needed enzymes,

bacterial amylase enzymes are especially focused on.

Bacteria, producing amylase enzymes and living in gaita, were
characterized both phenotypic and genotypic methods, and also one of their
enzymes that f-amylase enzyme, was characterized. The bacterium was identified
to be Lactobacillus fermentum by sequencing its 16SrDNA. The bacterium grows
in %3 NaCl medium and are Gram positive. Produced -amylase enzyme has 20
kDa molecular weight. Its optimum pH and temperature were 5.0 and 10.0 and
45°C and 37°C, respectively.

Key Words: amylase, biotechnology, extracelular enzyme, gaita, starch,

vii
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1. GIRIS

1.1 Enzimler

Enzimler, cogu protein yapisinda olan, kimyasal tepkimeleri katalizleyen, substrat veya
substratlarin, iiriin veya iirlinlere doniismesi i¢in agsmasi gereken yiiksek enerji engelini
diistirerek tepkimenin yiiriimesini kolaylastiran, tepkimeye girdikleri gibi ¢ikan
biyolojik katalizorlerdir. 1700°1ii yillarda etin mide tarafindan sindirilmesinin fark
edilmesi ile dikkat g¢ekti, 1800’lii yillarda nisastanin sekere doniistiiriilmesinin fark
edilmesi ile ¢alismalara devam edildi. 1860’11 yillarda L. Pasteur sekerin maya ile alkole
fermentlendigini ve bunun fermentasyon ortaminda bulunan mikroplar tarafindan
saglandigi sonucuna vardilar. Boylece ilk enzim ¢alismalart alfa amilaz ve
fermentasyon ile baslamis oldu. 1897°de E. Buchner, Pasteur’iin 6ne siirdiigii
fermentasyon isleminin canli hiicre disinda da devam ettigini, dolayisiyla baska
molekiiller tarafindan katalitik islevin saglandigin1 kesfetti. F. Kiihne ise ‘’maya
icinde’’ anlamima gelen “enzim”olarak adlandiran ilk kisi oldu. Enzimlerin segici
ozelligi E. Fisher tarafindan 1898 yili gibi erken bir tarihte fark edildi. Ilk
kristallendirilen enzim ise lireaz oldu. 1926’da J.B. Sumner bu enzimi saflagtirdi ve
kristallendirdi. 1930 yillarinda enzim saflastirma islemleri devam etti ve 1948’de J.
Northrop ve meslektaglar1 proteolitik (pepsin, tripsin, kemotripsin) enzimlerini
kristallendirip protein yapisinda oldugunu ispatladilar. Aminoasit dizilimi yapilan ilk
enzim Sigir Pankreatik Riboniikleaz A dir. X-1511 analizi ile yapis1 aydinlatilan ilk

enzim ise lizozimdir.

Bugiin yaklasik 3,700 enzim tanimlanmistir ve yapilan tahminler dogruysa daha heniiz
aydmlatilmamis 25,000 enzimin var oldugu diistiniilmektedir. Sayis1 artmaya devam

etmekle birlikte yaklasik 300 enzim ticari olarak ulagilabilir durumdadar.
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Enzimler Onceleri enzimin substratinin sonuna “—az” eki getirilerek (proteinleri
hidrolizleyen proteaz gibi veya substrata spesifik olan iireaz gibi), veya “sidirim”
anlamina gelen “pepsin” gibi islevine yonelik olarak adlandirilmistir. Bazilari, enzim
kaynagina gore “pankreatik Riboniikleaz” gibi, bazilar1 da diizenleyici roliine gore
“hormon duyarlh lipaz” gibi veya katalizledigi mekanizmaya gore “serin proteaz” gibi
adlandirma yapmiglardir. Ayn1 enzimin bircok ad almasi ve zamanla enzim sayisinin

artmasi nedeniyle enzim adlandirmasi karmasik bir hal almistir. Bunun iizerine Uluslar



arast Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Dernegi tarafindan enzimlerin listesi ve

adlandirilmasi yapilmaktadir.

Buna gore her enzim, tek bir isim ve dort rakamla ifade edilen, E.C a.b.c.d, kod
numaraya sahiptir; E.C, ‘Enzim Komisyonu’nu temsil eder, sirasiyla her harfe denk
gelen numaralar sunlari ifade eder: a, alt1 enzim sinifindan birini ifade eder (Tablo 1), b:
alt sinif prostetik grup veya kofaktore gore belirlenir, c: substrat veya {irline gore verilen

alt siniftir, d ise her enzime 6zgii seri numarasidir.



Cizelge 1. 1 Enzimlerin sistematik siniflandirmasi

Enzim Siifi

Tepkime Tiirii ve 6rnekler

1. Oksidorediiktazlar

2. Transferazlar

3. Hidrolazlar

4. Liyazlar

5. Izomerazlar

6. Ligazlar

Yiikseltgenme indirgenme tepkimelerini katalizler, C-H, C-C,
C=C baglarinin oksijenlenmesi, veya genel anlamda hidrojen

veya elektronlarin bir vericiden aliciya taginimini katalizler
Laktat dehidrogenaz (E.C.1.1.1.28) gibi

Iki molekiil arasinda aldehit, keton, acil, seker, fosforil veya
metil gibi gruplarin vericiden alicitya tasimimini (transferini)

katalizler
Glikoz fosfo transferaz (E.C.2.7.1.1) gibi

Ester, amid, lakton, laktam, epoksit, anhidrit, glikozit gibi

baglarin hidrolizini katalizler
Kolesterol esteraz (E.C.3.1.1.13) gibi

Grup eliminasyonu ile C=C, C=N, C=0 baglarinin olusma
tepkimelerini katalizler

Karbonik anhidraz (E.C.4.2.1.1) gibi

Rasemizasyon, epimerizasyon ve izomerizasyon tepkimelerini

katalizler
Triozfosfat Izomeraz (E.C.5.3.1.1) gibi

C-O, C-S, C-N, C-C gibi baglarin olusumunu ATP aracilig: ile
katalizlerler.

Glutamin Sentetaz (E.C.6.3.1.2) gibi




Enzimin tepkimeye girerek baska bir bilesige (lirlin) doniistiirdiigii molekiil veya
molekiillere “substrat” denir. Enzimin yapisinda var olan, substratin baglandig1 ve
baska bir bilesige doniistiiriildiigii, kofaktér ve koenzimlerin de yer aldigi, yani
tepkimeye Ozel aminoasitlerin yer aldigi bolgeye “aktif merkez” denmektedir. Aktif
merkez li¢ boyutludur, nokta ya da ¢izgi halinde degildir. Enzimin kii¢iik bir hacmini
kapsar, sahip olduklar1 yarik ve oyuklardan dolay:1 suyu dislayabilir. Subtratlar burada
enzime ¢ogunlukla zayif giiglerle baglanirlar. Burada yer alan aminoasitler: Serin,
glisin, lizin, aspartat, glutamat, sistein, tirozin, histidin’dir. Aktif merkez sadece
substrata Ozgli degildir, aym1 zamanda substratla etkilestiginde onu {iriine
doniistiirmeden once sahip oldugu en yiiksek enerjili hal olan gegis halini de kapsayacak

yaptya sahip olmalidir

Enzimler yalnizca canli hiicreler tarafindan sentezlenir. Sentezlenen bu enzimlerin
bazist hiicre i¢inde fonksiyon goriirken bazisi hiicre disinda islev gérmektedir. Hiicre
disinda islev goren enzimler ekstraseliiler olarak adlandirilmakta iken hiicre igerisinde

fonksiyon goren enzimlere intraseliiler enzim denmektedir [1].

Enzimler tarafindan gergeklestirilmis olan tepkimeler canli organizmalarin temel
metabolizmasini igermektedirler ve ayrica miikemmel, etkili, ekonomik biyokatalitik

dontisiimleri gergeklestirmek i¢in endiistrilere miithis firsatlar sunmaktadirlar [2].

1.2 Endiistriyel Enzimler Ve Onemi

Diinya iizerinde yasam mikroorganizmalar  olmaksizin  imkansizdir  [3].
Mikroorganizmalar 6zellikle bizim igin degerli olan driinlerin {retiminde rol
aldiklarindan dolayr 6énemlidir. Mikroorganizmalar yilizyillardir endiistri bilimine katki
saglamaktadirlar [3]. Diinya tizerindeki biyokiitlenin % 60’na denk gelir iken bizim
viicudumuzda bulunan hiicrelerin % 90°na  karsihik  gelmektedirler [4].
Mikroorganizmalarin katkisi {i¢ ana baglik altina incelenebilir. Geleneksel endiistriyel
mikrobiyoloji: Yiizyillardir siit ve sebzelerin korunmasinda, ekmek, sarap, peynir ve
diger fermente iiriinlerin yapiminda rol almislardir. Endiistriyel mikrobiyoloji (modern
endistriyel fermantasyon): 20. yiizyilin baslarinda baglamistir. Bu altin cagda
solventler, enzimler, organik asitler, vitaminler, ve diger liriinler {iretilmistir. Dénemin
ortalarina dogru antibiyotik lizerine gelismeler ile biyokimya miihendisligi adi altinda
yeni bir alan dogmustur. Rekombinant DNA teknolojisi (modern biyoteknoloji): 1972

yili sonrasinda ortaya ¢ikmustir. Boylelikle biyoteknoloji tani vetedavide, tarimda,



cesitli kimyasallarin iiretimide ,petrol, madencilik, ¢evre, besin gibi degisik alanlarda

kullanilmaktadir [3].

Endiistriyel enzimlerin ¢ogu mikroorganizmalardan elde edilmektedir. Ciinki
mikrobiyal kaynakli ezimler bitkisel ve hayvansal enzimlere gore daha kararli, katalitik
aktiviteleri yliksek, ucuz ve ¢ok miktarda elde edilebilmektedir [5]. Mikroorganizmalar
farkli ekolojik kosullarda Ornegin ¢ok eksrem tuz, sicaklik, pH gibi ortamlarda
yasadiklar1 icin trettikleri enzimler de bu ekstrem ortamlara uyum gosterdiginden
endiistriyel anlamda kullanim i¢in avantaj saglamaktadirlar [6]. Ticari ©Oneme sahip
enzimler genelde hidrolazlar olarak bilinmektedir ve mikrobiyal kaynaklidirlar. 2000’
den fazla enzim tanimlanmis olup bunlarin 100 kadar ticari olarak kullanilmaktadir ve
yalnizca 18’1 endiistriyel amagla {retilmektedir [7]. Ticari enzimlerin %59 unu
proteazlar, %28’ini karbohidrazlar %3’iinii lipazlar ve %10’unu ise diger enzimler
olusturmaktadir (Sekil 1.1) [8]. Ayrica tablo1.2’ de enzim teknolojilerinin kullanildig:

uygulama alanlar1 ve arastirma basliklar1 verilmistir.

O proteaz
B karbohidraz
O lipaz

O diger enzimler

Sekil 1. 1 Ticari enzimlerin % dagilim semasi



Cizelge 1. 2 Enzimlerin kullanildig1 baglica alanlar

Anahtar Kelimeler Makale Basliklari
Tarim Besim katki maddesi Cevre, hayvan sagligi uzerine
pozitif etkileri
o _ o Bitkilerde lakkaz ve tripsin enzimi
Hibrit enzim tiretimi o
uretimi
Kimyasallar Biyokatalitikler Biyotransformasyonlar iizerine
derlerme
] In vitro enzim katalizi ile polimer
Polimerler
sentezleme
Yolak miihendisligi uygulamalari
Bol hacimde organik bilesikler tizerine derleme
Temizlik Yeni deterjan enzimleri Rekabet artis1 ve fiyat diisiisii
Enerji Biyokiitlelerden alkol yakiti Besinde yeni enzim uygulamalari
Domates igeriginde keroton
) arttirilmasi
Besin destekleme
Tag Kiral bilesikler Enantiyo segici biyokatalistler
Glukoprotein miithendisligi In vitro protein glikolizasyonu
Ilag hedefleri gibi enzimler Editlenmis kitapta birkag¢ derleme
Materyaller Kagit, deri isleme, tekstil Extramofillerden yeni enzimler

Biosteel(6riimcek ag1)

Oriimcek agmin hibrit sentezi

[9].



Endistride kullanilan enzim siniflar::

1.2.1 Proteazlar
Dogada islemlerinde 6nemli rol aldiklarindan besin dongiisiine katkida bulunmaktadir
[10]. Endiistriyel acidan enzim ticaretinin % 60’11 olusturmaktadirlar ve en cok

deterjan endiistrisinde kullanilmaktadir [5].

1.2.2 Lipazlar
Yag ve yag asiti esterlerini hidroliz ederler. Bu enzimin endiistriyel acidan gida, kagit
endistrisi uygulamalarindan tutun biyomedikal uygulamalara kadar uygulama sahasi

vardir [5].

1.2.3 Amilolitik enzimler (Amilazlar): Cesitleri ve 6zellikleri

Nisasta ve seliiloz diinyada en ¢ok bulunan dogal polimerlerdendir. Her ikisi de glikoz
monomerlerinin farkli baglanmasi ile meydana gelmektedir. Nisasta yapisinda glikoz
monomerleri a-glikozidik baglar1 ile bagliyken, seliilozda glikoz monomerleri -
glikozidik baglar1 ile baglhidir. Dolayisiyla hayvanlar, insanlar ve mikroorganizmalar
icin 6nemli olan bu iki enerji kaynagi iki farkli enzim tarafindan hidrolizlenir: nisasta a-
glikozid hidrolazlar, seliiloz ise B-glikozid hidrolazlar tarafindan hidrolizlenir. Nisasta,
amiloz (liner a-1,4 bagl glukan) ve amilopektin (liner a-1,4 bagl glukan, a-1,6 glukan
birimleri ile dallanmis) yapisina sahiptir [12, 13]. Dolayisiyla bu yapilarin
hidrolizlenmesinden sorumlu enzimlere amilolitik enzimler veya amilazlar denmektedir.
Amilolitik enzimler genis bir sinif icermelerine ragmen, en ¢ok bilinenleri, a-amilaz, p-

amilaz ve glukoamilazlardir [11].

Nigasta enerjinin temel kaynagi oldugu icin, amilolitik enzimler tiim yasayan
organizmalar tarafindan iretilmektedir. Farkli amilazlar ayni substratin a-glikozidik
baglarini hidrolizlemelerine ragmen, yapisal olarak birbirlerinden farkli olabilirler. a-
amilaz ve B-amilaz her ikisi de TIM-fig1 yapisina sahiptir. Onlar katalitik bolgede (p/ o
)s-fic1 igerirler ve bu figt yapisinda 8 f-tabaka, 8 o-sarmal yapi tarafindan
cevrelenmistir. Buna ragmen detaylarinda farklilik vardir. Glukoamilazlar ise (a /o )s-

fic1 yapisina sahiptir [11].



Birincil yapilarindaki benzerliklere ve farkliliklara dayanarak, amilolitik enzimler
glikozid hidrolaz (GH) ailesine girmektedir: (i) a-amilazlar ailesi GH13; (ii) B-amilazlar
(EC 3.2.1.2) ailesi GH14; (iii) glukoamilazlar ailesi GH15. Bu bilgilerin detaylarina
CAZy (Karbohidrat Aktif Enzimler) internet sitesinden ulasilabilinir[16]. Son yillarda
yeni dizilerinin elde edilmesi ile GH13 amilaz ailesi genisledi ve su anda: a-amilaz
(EC 3.2.1.1); oligo-1,6-glukosidaz  (EC 3.2.1.10); a-glukosidaz  (EC 3.2.1.20);
pullulanaz (EC 3.2.1.41); siklomaltodekstrinaz (EC3.2.1.54); maltotetrose-olusturan a-
amilaz (EC 3.2.1.60); izoamilaz (EC 3.2.1.68); dextran glikozidaz (EC 3.2.1.70);
trehalose-6-fosfat  hidrolaz  (EC 3.2.1.93);  maltohekzos-olusturan ~ a-amilaz
(EC 3.2.1.98); maltotriose-olusturan a-amilaz (EC 3.2.1.116); maltojenik amilaz
(EC 3.2.1.133); neopullulanaz (EC 3.2.1.135); malto-oligosiltrehaloz trehalohidrolaz
(EC 3.2.1.141); limit dekstrinaz (EC 3.2.1.142); maltopentoz-olusturan a-amilaz
(EC 3.2.1.-); amilosukraz (EC 2.4.1.4); sukroz fosforilaz (EC 2.4.1.7); dallandirict
enzim (EC 2.4.1.18); siklomaltodekstrin glukanotransferaz (CGTase) (EC 2.4.1.19); 4-
a-glukanotransferaz (EC 2.4.1.25); izomaltuloz sentaz (EC 5.4.99.11); trehaloz sentaz
(EC 5.4.99.16) (Sekil 2) enzimlerini igermektedir. Tiim bu enzimler GH13, GH70 ve
GH77 aileleri olarak glikozid hidrolaz GH-H ailesine aittir. Bununla birlikte GH31 ve
GHS57 birkag amilolitik ozellik gosterseler de GHI13 ailesi ile dizi benzerligi

bulunmamaktadir [11].
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Sekil 1. 2 Alfa-amilaz ailesi [11].

GHI3 ailesi glikozid hidrolaz ailesine girmektedir ve a-glikozidik bagi bulunan
substratlara etkir. GH13 ailesi hidrolaz, transglikosidaz ve izomerazlar1 igermektedir ve
farkli substrat ve iirlinler de verebilirler. Mesela, a-amilazlar amiloz ve amilopektini

substrat olarak tercih ederken, bunlari igeren nisasta ve glikojeni de hidrolizlerler.

Alfa-amilaz (1,4-o-D-glukan-glukanhidrolaz, E.C. 3.2.1.1) ailesi 1991 yilinda, glikozid

hidrolazlar diziye dayali siniflandirildiginda, GH13 ailesi olarak tanimlandilar. a-amilaz



ailesine ait olan bir proteinin sahip olmasi gereken 6zellikler su sekildedir: 1-enzim a-
glikozid bagina etki etmelidir, 2- a-glikozid bagin1 trans glikolizasyonu ile olusturmali
veya hidrolizlemelidir, 3- amino asit dizisinde dort korunmus dizi bdlgesi igermelidir ,
4- Asp206, Glu230, ve Asp297 katalitik tglisiinii igermelidir, 5- Onlar katalitik
bolgede (g/ o )s-fig1 icerirler ve bu fig1 yapisinda 8 B-tabaka, 8 a-sarmal yapi tarafindan
cevrelenmistir . GH13 ailesine ait enzim sayisindaki artiglar bu ozelliklere sahip
olmayan enzimlerin de varligini ortaya koymustur. Mesela, a-amilaz ailesine ait olup a-
1,1-, a-1,2-, 0-1,3- ve a-1,5-glikozidik bagmni hidrolizleyen enzimler vardir. Ayrica,
neopullulanaz enzimi a-1,4-, a-1,6 gikozidik baglarinin her ikisini de hidrolizleyip hem

de transglikolizasyonla her iki bagi olusturabilmektedir [11].

Sekil 1. 3 Arpa B-amilaz yapisi
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1.2.3.1 Beta-amilaz enziminin katalitik mekanizmasi

Beta—amilazin katalitik mekanizmasi maltoz ile birlikte karisim halinde bulunan soya
fasulyesi beta amilazin yapisindan tahmini olarak ortaya c¢ikarildi. ki maltoz
molekiiliiniin ikinci ve {ig¢iincii alt lnitesi arasinda bulunan kirma noktasimin her iki
ylizeyi lizerine rast gele baglanir. Beta—maltoz alt {inite olan 1-2° ye baglanir. Bu
yilizden ¢ok sayida maltoz, alt {inite olan 3-4’¢ rast gele baglanabilir. Sekil 1.4 a maltoz
ile birlikte etkilesime giren aminoasit kalintilarin1 gosterir. Alt iinite 1-3” te bulunan
glikoz birimleri, protein birimleri ile birlikte 8-10 hidrojen baglari olusturur. Alt iinite 4’
te glikoz birimi His 300 ile birlikte bir tek hidrojen bagi yapmasina ragmen, komsu
hidrofobik birimlerle ¢ok sayida Van der Waals etkilesimi yapar. Esnek halka (96-103
kalintilar1) substrat ile birlikte etkilesime girmek i¢in apo enzim igerisinde agik bir
konformasyon ve maltoz ile birlikte kompleks yapida kapali bir konformasyon alir.
Seker halkalarinin biikiilme acis1 konformasyonundaki bagli maltozun en Onemli
ozelligi alt tinite 2 ve 3 arasinda yaklagik 180° donmesidir. Glul86 ve Glu 380
aminoasitlerinin yan zincirleri katalitik siirecte gereklidir. Glul86 glikozidik baga yakin
bulunurken, Glu380 alt iinite 2° de maltoz iiriinliniin O1 beta-anomarik yapisina yakin
bulunmaktadir. Sekil 1.4 b beta-amilazin indirgenmis katalitik aktivitesini gdsterir.
Glul86 bir genel asit gibi davranir ve pargalanma icin glikozidik baga hidrojen verir.
Diger bolge tizerinde Glu380 genel bir baz gibi davranir ve bir su molekiiliinii aktive
eder. Aktive olan su molekiilii olasi karbonyum katyonunun C1 atomuna saldirir.
Glu380 yiizeyinden sadece su molekiillerinin saldiris1t beta-anomerik maltoz i¢in siki

iiriin spesifitesi verir. Esnek halka acildiginda maltoz iiriinii salinir [14,15,16].
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Sekil 1. 4 Beta-amilaz enziminin katalitik mekanizmasi.

Amilazlar en Onemli enzim smifi arasinda yer almaktadir ve gilinlimiiz
biyoteknolojisinde biiylik bir Oneme sahiptirler. Bu enzimler bitki, hayvan ve
mikrobiyal bir¢cok kaynaktan izole edilebilmesine ragmen endiistriyel ihtiyaci
karsilamak i¢in mikrobiyal kaynak daha ¢ok tercih edilmektedir. Amilaz kullanimi pek
cok alan1 kapsayacak sekilde genislemistir. Ornegin klinik uygulamalar, tibbi ve analitik
kimya ve bunlarin yani sira nigasta sekerlestirilmesi (sakkarifikasyon), besin, tekstil,
maya ve damitma endiistrilerinde kullanilmaktadir. Amilazlarin endiistriyel dneminden
dolayr yeni bakteriyel tiirlerin izolasyonunda giderek artan bir ilgi vardir ve enzim

ticaretinin yaklasik % 25’ ini olusturmaktadir [17].
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1.2.3.2 Amilazlarin endiistriyel kullamim alanlari

Amilazlar endiistriye dayali tiim nigastalar i¢in en Onemli hidrolitik enzimler
arasindadir. Amilazlarin ticarilestirilmesi 1984 yilinda ilk olarak sindirim
bozukluklarinin tedavisinde bir ilag gibi kullanilmasi ile baslamistir. Gliniimiizde
amilazlar besin deterjan, tekstil ve kagit endistrisi gibi tiim endiistriyel islemlerde
nisastanin hidrolizi i¢in kullanim alan1 bulmaktadir. Bu dogrultuda nisasta isleme
endiistrisinde mikrobiyal amilazlar kimyasal hidrolizleme yontemleri ile tamamen yer

degistirmislerdir. Asagida amilazlarin ¢esitli kullanim alanlarina kisaca deginilecektir
[18].

1.2.3.2.1 Ekmek iiretimi

Ekmek endistrisi yiiksek kalitede cesitli iriinleri tiretmek i¢in yiizlerce yildir bu
enzimleri kullanmistir. Modern teknikler daha hizli ve daha pratik ekmek iiretmek igin
amilaz enzimlerini kullanmaktadirlar [19]. Bu alanda enzimler, ekmeklere daha biiyiik
hacim, daha iyi renk ve daha iyi gevreklik vermek i¢in kullanilmistir. Bugiin 6rnegin
proteaz, ksilenaz, lipaz, pullulanaz, pentosonaz, seliilaz, glikoz oksidaz, lipoksijenaz

gibi pek cok enzim ekmek yapiminda g¢esitli amaglar i¢in kullanilmaktadir

[20,21,22,23].

Alfa-amilaz ve B-amilaz enziminin birlikte kullanimiyla firinlanmis driinlerin raf

Omiirlerinin arttirilmasi planlanmaktadir [24].

Raf omrii biiylik sorunlardan biridir. Ekmek kabugu raflarda tazeligini ve lezzetini
kaybeder. Tiim bu istenmeyen degisiklikler ekmekte bayatlama olarak bilinir.
Geleneksel cesitli katki malzemeleri, bayatlamay1 engellemek ve firin triinlerinin
dokusunu, lezzetini korumak i¢in kullanilir. Bu katki malzemeleri kimyasallar, kiigiik
sekerler, enzim kombinasyonlari, siit tozu, emiilgator, monogliseritler/digliseritler, seker
esterleri, lesitin vb; granullenmis yag, antioksidan (askorbik asit veya potasyum borat),
sekerler ve tuzlardir [25]. Giiniimiizde, bayatlama geciktirici malzemeler ve B-amilazlar,
a-amilaz dallandiric1 enzimler ve dallandirmayan enzimler, maltogenik amilazlar,
amiloglikozidazlar kullanilmaktadir [26,27,28,29,30,31]. Pullulanaz ve a-amilaz

kombinasyonu etkili bayatlama geciktirici 6zelliginden dolay: kullanilmaktadir. Bu
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enzimler jelatinizasyon sonrasi aktiftirler ve firinlama igleminin tamamlanmasindan ¢ok

daha once inaktif olurlar [18].

Beta-amilazlar besin islenmesinde, damitma endiistrilerinde, meyva sularinin
iiretiminde, bira yapiminda, deterjan iiretim siireglerinde siklikla kullanilmaktadir [32,
33, 34, 35]. Sakkarafikasyon siireci yoluyla nisastadan maltoz surubu iiretilir. Maltoz
iceren suruplar bira, ekmek, sekerleme endiistrilerinde kullanilir. Maltoz i¢eren suruplar
nem diizenleyici, kristallanmeyi Onleyici, stabilizator ve bayatlama engelleyici ajan

olarak kullanilmaktadir [34].

1.2.3.2.2 Nisastanin sivilastirilmasi ve sekerlestirilmesi

Alfa-amilaz’in ticaret alaninda 6nemli bir yere sahip olmasimin nedenlerinden birisi
glikoz ve fruktoz gibi nisasta hidrolizatlarinin iiretimine baghdir. Misir nisastasi yiiksek
fruktoz suruplarina doniistiiriiliir (HFCS). Yiiksek tatlandiricilik 6zelliginden dolay1
alkolsiiz igeceklerdeki gibi icecek endiistrisinde ¢ok miktarlarda kullanilir. Bu siireg
nisasta sivilastirilmasi i¢in ¢ok yiiksek sicaklik kararli a-amilazlarin kullanimini

gerektirir.

1.2.3.2.3 Tekstil ve hasil sokme

Kumaslarin dokunmasi iglemlerinde dokuma siiresince iplikler istenmeyen durumlarla
(mekanik zorlamalar ve mekigin gidip gelmesi neticesi) karsi karsiya kalir. Bu ylizden
iplik kirilmalarimin engellenmesi gerekmektedir. Bu nedenden dolayr hasillama olarak
adlandirilan bir islemle iplige saglamlik kazandirmaya g¢alisilmaktadir. Boylece iplik
dokuma siiresince saglamlastirilarak, kopmalar1 engellenmis olur. Bu amacla
uzaklastirilabilir bir koruyucu tabaka iplikler {lizerine uygulanir. Bu kumas hasillama
maddeleri i¢in kullanilan materyaller tamamen farklidir. Nisasta en ¢ok
kullanilanlarindan bir tanesidir. Ciinkii nisasta ucuzdur ve diinyanin pek c¢ok
bolgelerinde kolay bulunur ve kolaylikla tamamen uzaklagtirilabilinir. Bu hasillama
malzemesinin yani nisastanin uzaklastirilmasi islemine ise hasil sokme denmektedir.
Nigasta uygulanmis kumaslarin hasil sokme isleminde ise B-amilaz [33] ve a-
amilazlarin yeri biiyiiktiir. Alfa-amilazlar segici olarak nigastay1 uzaklastirir ve ipliklere
saldirmazlar. Enzim ayn1 zamanda nisastay1 rast gele dekstrinlere bolerek suda ¢oziiniir
ve yikamayla kolaylikla uzaklastirir hale getirir [36]. Nisasta hasilin1 sokmede pankreas

amilazi, bakteri amilaz1 ve malt amilazi1 olmak tizere {i¢ tip amilaz kullanilmaktadir.
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1.2.3.2.4 Kagit endiistrisi

Kagitlarin kaplanmasi icin diisiik viskositeli ve yiiksek molekiil kiitleli nisasta kullanimi1
uygundur ve bunu a-amilazlar saglar. Tekstilde oldugu gibi kagidin kaplanma islemi,
mekanik zorlanmalara karsi kagidin zarar gérmemesi i¢in uygulanir. Ayn1 zamanda

kagidin kalitesini, sertligini ve gerginligini artirir. [37, 38].

1.2.3.2.5 Deterjan uygulamalari

Deterjanlar kullanilacaklar1 alana goére bilesimi degisen kompleks karigimlardir.
Deterjanlarda enzim kullanilmasinin temel avantaji daha cevreci sartlar saglamasindan
dolayidir. ilk diretilen otomatik bulasik makinasi deterjanlart ¢ok dejeneratif ve
yutuldugunda hasara neden olmaktaydi ve hassas porselen yapiminda kullanilan
maddelerin yikanmasinda uygun degildi. Bu durum deterjan endiistrisini daha iliml
kosullarda kullanilan iiriinler elde etmeye ve daha etkili ¢éziimler bulmaya zorlamigtir
[39]. Kullanilan enzimler aym1 zamanda diisiik yikama sicakliginda c¢alisabilme
yeteneklerinden dolayi sicaklig1 diistirmeye de neden olur. Alfa-amilazlar 1975°den beri
toz camasir deterjanlari igerisinde kullanilmaya baslanmistir. Giiniimiizde ise tim sivi
deterjanlarin %90°1 a-amilaz icermektedir ve otomatik bulasik yikama deterjanlar igin
a-amilaz kullanim talebi bliylimektedir [40]. Deterjanlarda a-amilaz kullanimin
sinirlandiran  etkilerden birisi; yabamil tip oa-amilazlar deterjan olusturmada
antioksidanlara duyarhdirlar. Ev deterjanlarinda antioksidanlara karsi kararli (6rnegin
proteazlar gibi) diger enzimlerle birlikte takip edilmis basarili stratejiler kullanmaya
baslanmigtir. Glinlimiizde bilim insanlar1 amilazlarin ¢amasir suyu icerisinde iken
kararliligmi arttirmak icin protein miihendisligi uygulamalarin1 kullanmiglardir. Bu
caligmalar kapsaminda bagimsiz olarak antioksidan duyarli aminoasitleri diger
aminoasitlerle yer degistirmislerdir. B. licheniformis tiirtinde 197. konumda yer alan
metionin(Met) ile 16sin(Leu) aminoasitinin yerdegistirilmesi ile oksidatif bilesiklere
kars1 direngliligi artirilmis amilaz elde edilmistir. Bu oksidatif kararliligi artirilmis
enzim, daha iyi depolama kararlilifina, ¢amasir suyu igeren deterjan igerisinde yiiksek

performansa sahip olmustur [18].

1.2.3.2.6 Klinik kimya ve tip analizleri
Yeni uygulama alanlarinin artmasi ile birlikte a-amilaz kullanimi analitik kimya, tip ve
klinik kimya gibi pek ¢ok alanlara kadar genislemistir. Alfa-amilazin kullanimini iceren

klinik ve tip alanlarinda birgok alan vardir [18]. Mesela, oligosakkaritlerin tayini i¢in o-
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amilaz kullanilmistir. Bu metodun giimiis nitrat testinden daha etkili olmasi

amaglanmistir [41].

1.3 Nisasta

Nisasta iceren tahillar insan diyetinin Onemli bir bilesenini olusturur ve diinya
populasyonlar1 tarafindan tiiketilen besinlerin 6nemli bir bolimii bunlardan
olugmaktadir. Nisasta liretebilen bitkilerin biiyiilk bir ¢ogunluguna ragmen sadece
endiistriyel kaynaklar i¢in misir, tapioka bugday, patates gibi sadece birkaci 6nemlidir.
Bitkiler fotosentezin bir sonucu olarak nisastay1 sentezlerler, bu siirecte giines 1s18indaki
enerjiyi kimyasal bag enerjisine doniistiiriirler. Nisasta karanlik evre sonucu bir depo
bilesigi gibi bitkinin yapraklarinda bulunan plastitlerde sentezlenir. Ayni zamanda
koklerde, tohumlarda, yumru koklerde, uzun siire depo bilesigi gibi sentezlenirler.
Nisasta glikoz molekiillerinin C1 oksijeni ile birbirlerine glikozidik bag ile baglanmasi
sonucu olusan polimerlerdir. Bu glikozidik baglar yiliksek ph ta kararli iken diisiik ph ta
hidrolize olurlar. Polimerik zincirin sonunda nisastada glikoz molekiillerinin
olusturdugu iki tip bulunmaktadir. Bunlar amiloz ve amilopektindir. Amiloz o-1,4
glikozidik bag ile bagli yaklasik 6,000 glikoz biriminden olusmus diiz bir zincirdir.
Amilopektin a-1,4 bagiyla bagh yaklasik 10-60 glikoz alt birimlerinin baglanmasiyla
olusan ve o-1,6 ile baglanmis 15-45 kadar glikoz biriminden olusan yan zincirlere
sahiptir. Amilopektinde ortalama dallanma sayist % 5°tir. Tam bir amilopektin
molekiilii yaklasik 2,000,000 glikoz birimi igerir Amilopektin suda ¢dziiniir iken amiloz
ve nisasta graniillerinin kendisi soguk suda ¢6ziinmez. Bu nedenle bitkilerden nisasta

graniillerini izole etmek kolaydir [42].
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Sekil 1. 5 Nisasta yikiminda rol alan farkli bakteriyal enzimler [42].

1.4 Amilaz Enziminin Aktivitesinin Tayininde Kullanilan Yo6ntemler

Amilazlar genellikle bir substrat gibi modifiye edilmis nisasta veya ¢oziiniir nigastayi
kullanma ile analiz edilir. Alfa-amilazlar nigsasta molekiiliindeki a-1,4 glikozidik bagin
hidrolizini katalizleyerek glikoz, dekstrinler ve sinirli dekstrinler iiretir. Tepkime
indirgenmis seker miktarindaki artigla veya substratin iyot rengindeki azaligla izlenir.
Alfa-amilazlarin aktivitesinin belirlenmesi i¢in g¢esitli metotlar mevcuttur. Bu yontemler
nisasta renk yogunlugundaki azalisa, indirgeyici seker artisina, renk olusturmus

substratin azalmasina, nisasta slispansiyonunun akigkanligindaki azalisa dayanmaktadir

[43].

1.4.1 Nisasta-iyot renk yogunlugundaki azahs

Amilazin dekstrinin aktivitesi substrat gibi ¢oziinlir nisastayr kullanir. Seyreltik HCI ile
tepkime sonlandirildiktan sonra iyot eklenir. 620 nm’deki absorbans azalis1 substrat
kontroliine kars1 6l¢iiliir. Absorbanstaki yiizde azalis bir {inite enzim aktivitesi olarak
kabul edilir [44].Nisasta iyotla birlikte derin mavi renk olusturur. Nisastanin hidroliz

siireci ile birlikte bu renk kirmizi kahverengine doniisiir. Boylelikle nisasta renk
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yogunlugundaki azalis g6z 6niinde bulundurularak amilazin dekstrin aktivitesi belirlenir
[18].

1.4.2 Dinitrosalisilik asit yontemi (DNS)

Bu metot nisasta ilizerine amilazin aktivitesinden dolay1 artan indirgeyici sekerlerin
belirlenmesinde kullanilir [45]. Bu metotta 3-5 dinitrosalisilik asit (DNS), Na-K tartarat,
NaOH, sodyum siilfit gibi baz1 kimyasallar kullanilmaktadir. DNS metodu indirgen
sekerdeki serbest karbonil gruplarin (C=0) varligin1 tespit etmeye dayanir. Bununla
birlikte glikozdaki fonksiyonel aldehit grubu ile fruktozun fonksiyonel keton gruplarinin
oksidasyonu ve ayni anda alkali kosullar altinda 3-5 dinitrosalisilik asitin 3-amino-5-
dinitrosalisilik asite indirgenmesini i¢germektedir. Tepkimede 1 mol 3,5-dinitrosalisilik
asit ve 1 mol seker tepkimeye girerek 3-amino-5-dinitrosalisilik asit olusturmaktadir.
DNS ayni zamanda enzim aktivitesini de durdurur. Na-K tartarat su tutucudur.
Ortamdaki suyu alarak tepkimenin iiriinler yoniinde kaymasini saglar. NaOH tepkime
ortam asitliginin dengelenmesini saglar. Eger ortam asidik olursa halkanin diger para
kisminda nitro takilidir. Bu istenmeyen bir durumun olusmasina sebep olur.Bu
metottaki biiyiik eksiklik DNSA kimyasalinin bilesenleri tarafindan glikoz yikimi ve
aci8a ¢ikmis renkte yavas bir kayip olmasidir. Bu nedenle kimyasallarin oksidasyonunu
engellemek i¢in 0,05 % sodyum siilfit eklenir. Coziinmiis oksijeni absorblayarak,

glikozun oksidasyonunda girisimde bulunmasini engeller.

1.4.3 Renkli kompleks olusturulmus substratin yikimi

Birkag yildir bazi gruplar alternatif bir substrat kullanimi1 ile a-amilaz aktivitesi tayini
icin calismaktadirlar. Bunun i¢in nisasta, kovalent bagl sekilde, mavi boya olan
ornegin Remazol brilliant Blue R veya Cibacron Blue F3 G-A gibi boyalarla kompleks
hale getirilir. Bu subsratlarin sentezlenmesi iki biiyiik basamak gerektirir. Coziiniir
nisasta alkalin sartlar altinda boya kullanimi ile renklendirilir. Bu nisasta ve boya
molekiilleri arasinda kovalent baglarin olusumuyla sonuclanir. Coziiniir nisasta sonraki
basamakta 1,4-butandiol diglisid eter eklenmesiyle ¢apraz baglanir ve ¢éziinmez nisasta
olusur ve bu nisasta suda siser. Coziinmez nisasta tiirevlerinin enzimatik hidrolizi
renklendirilmis markirla birlikte ¢6ziiniir nisasta hidrolizatlar1 verir. Bu metot a-amilaz

aktivitesinin belirlenmesi i¢in nispeten basit ve duyarlidir [46].
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1.4.4 Tiirbiditeye dayal yontem

Yukarida bahsedilen yontemlere ilaveten, hiicre kiiltiir siipernatantinda calisilabilecek
yontemlerden birde, a-amilazin nisastay1 hidrolizlemesi sonucu nisastadan kaynaklanan
tiirbiditenin azalmasi 1ile spektrofotometrik Ol¢iime dayanmaktadir. Tiirbiditenin

azalmasina dayali elde edilen baslangi¢ hiz1 enzim miktari ile dogru orantilidir [47].

1.5 Mikroorganizmalar Arasinda pf-amilazin Dagilim

B-amilazlar bitki ve mikroorganizmalarda bulunurlar. Son 10 yildir c¢esitli
mikroorganizmalar tarafindan iretilen ekstraseliilar B-amilaz enzimi {izerine
arastirmalar bulunmaktadir [34]. Mikroorganizmalar1 kullanma ile enzim {iiretilmesinin
biiyiik avantaji ekonomik iiretim kapasitesi ve istenilen karakterdeki enzimi elde etmek

icin rekombinasyon tekniklerinin kullanilmasidir [48, 49] .

1.5.1 Lactobacillus

Laktik asit bakterileri Lactobacteriaceae ailesine ait olarak tanimlanmaktadir. Bu
gruptaki bakteriler farkli morfolojiler sergilemektedirler. Ornegin, uzun, kisa, ¢ubuk
seklinde yapilara sahiptirler. Tiim iiyeleri spor olusturmazlar ve Gram pozitiftirler.
Laktik asit bakterilerinin cogu hareketsizdir. Enerji kaynagi olarak karbohidrat kullanir
ve katalaz yada sitokrom igcermezler. Fakat oksijen varliginda yine biiyiiyebilirler. Bu

nedenle Lactobacteriaceaelar fakiiltatif anaeropturlar [50].

Laktik asit bakterileri (LAB) probiyotik 6zellige sahiptir [51]. Sipesifik ve spesifik
olmayan immiin cevabin olusturulmasinda ve incebagirsak enfeksiyonunun kontroliinde
ve anti-karsinojenik aktivitenin gii¢lendirilmesinde rol aldig1 bilinmektedir [52, 53, 54].
Lactobacillus spp. ve Bifidobacterium tiirleri normal insan incebagirsaginda
bulunmaktadirlar ve insan saghgi lizerine pozitif etkileri bulunmaktadirlar [55].
Lactobacillus tiirlerinin probiyotik olarak kullanildigina dair pek c¢ok c¢aligma
bulunmaktadir ve LAB tarafindan {iretilen bazi metabolik iirlinler antimikrobiyal etkiye

sahip oldugu i¢in besinlerin uzun siire korunmasinda etkilidirler [56].

Lactobacillus iiyeleri Gram pozitiftir ve ¢ubuk seklinde yapiya sahiptir [57]. Laktik asit
bakterilerinin biiyiik bir kismini olustururlar ve iirettikleri asitten dolay1 bulunduklar

cevre asidiktir ve bazi zararl bakteriler bu nedenle etraflarinda lireyemezler [58].

Baz1 lactobacillus tiirleri terapdtik kullanim potansiyeline sahiptir. Ozellikle anti-kanser

ve anti-inflamatuar etkileri bulunmaktadir. 2009 yilinda yapilan bir ¢alisma bu bakteri
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tiirlerinin bazi iiyelerinin anti-kanser ve anti-inflamatuar etkisinin oldugunun fareler
tizerinde agiga ¢ikartmistir [59]. Lactobacilli ayn1 zamanda vajina gevre sisteminde 6zel
fizyolojik dengeyi yeniden olusturmada da kullanilabilir ve gorevleri: 1) patojenlerden
epitelyumu ayiran bir kalin tabaka insa ederek vajinal epitelyumu fiziksel olarak
korumak. 2) yaklagik pH 4,5 olacak sekilde vajinal bolgenin siirdiiriilmek 3) patojenlere
kars1 hidrojen peroksit olusturmaktir [60, 61, 62].

Yapilan bir karsilastirma g¢alismasinda incelenen 20 Lactobacillus tiiriiniin 383 geni
paylastigr ve 14 bin protein kodlayan gene sahip oldugu aciga cikartilmistir [63].
Standart fermantasyon sartlarina maruz birakildiginda Lactobacillus tiirleri metabolik
tirtinlerinin karakteristik yapilarina gore ii¢ gruba ayrilabilir. Zorunlu hemofermantatif,

fakiiltatif hetorofermantatif, zorunlu heterofermantatif Lactobacilli [64].

1.5.1.1 Lactabacillus fermentum

Gram pozitif bakteri tilirleridir. Dis ¢liriigii ile ¢agrisim yapmaktadirlar [65]. Bakteri
yaygin olarak bitki ve hayvan mataryellerinin fermantasyonunda bulunmakla birlikte
hamur mayasinda da bulunmaktadir. Birkag tiirii probiyotik olarak dikkate alinmaktadir
ve hayvanlarda faydalidirlar [66]. Lactobacillus fermentum potansiyel probiyotik olarak
tanimlanmaktadir ve bazi tiirleri kolesterol mekanizmasiyla iligkilendirilmistir [67].
Lactobacillus fermentum "un kolesterol azaltmada kullanmis oldugu mekanizmanin biri
Kolesterol mekanizmasini hizlandirmaya sebep olan kolesterol absorbsiyonudur. Diger
mekanizma ise konak viicudundaki hiicre mebranina ve hiicre duvarma kadar
kolesteroliin sokulmasini saglar. Bir diger mekanizma ise ¢ok daha fazla kolesterol
tilketimine neden olur. Lactobacillus fermentum safra tuzlarinin geri doniisiimiine engel
olarak kolesterolden yapilan safra tuzlarinin olusturulmasini saglayacaktir ve boylelikle

kolesterol seviyesini azaltacaktir [68].

1.6 Laktik Asit Bakterilerinin (LAB) Yasam Alanlar

Dogada laktik asit bakterilerinin dagilimi onlarin besin gereksinimi ve enerji
dongiisiiniin tipi ile iligkilidir. Toprakta ve havada nadir bulunmaktadir, genel yasam
alanlar1 siit ve siit isleme merkezleridir (Lactobacillus Lactis, L.bulgarics, L. helveticus.
L.casei, L.fermentum. L. brevis, L. diacetalactis ). Saglam ve giiriikk bitkilerde (
Lactobacillus plantarum, L. delbrueckii, L. fermentum, L. brevis,Lactococcus lactis,
Leuconstoc mesenteroides), hayvan ve insanlarin ince bagirsak boslugunda (

Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium sp., Enterococcus faecalis, Streptococcus
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salivarius, S. pyogenes, S. pneumoniae) yasamaktadirlar [50]. Insan bagirsak sistemi
farkli mikroorganizmalara ev sahipligi yapmaktadir. Viicudumuzda bulunan hiicrelerin
en az 10 kat1 kadar daha fazla mikrobiyal hiicreye ev sahipligi yapmaktayiz ve bunlarin
bliyiik bir cogunlugu bagirsak boslugunda yer almaktadirlar. Saglikli bir insan viicudu
en az 100 trilyon mikrobiyal hiicreye ev sahipligi yapmaktadir. Bu mikroplarin kendi
aralarinda ve konagi ile iliski icerisinde oldugu yapilan ¢aligmalar ile gosterilmistir. En
onemli katkilar1 immiin fonksiyonunun normal gelisimi ve immiin hiicrelerin
olgunlagmasini arttirmak i¢in sinyal saglayan immiin hiicreleri ile birlikte etkilesime
girmis olmalaridir [69]. Molekiiler biyoteknoloji ve data birikiminde artan siiregle
birlikte hastaliklar ile genler arasindaki iliskiyi anlamamiz bir devrim olusturmaktadir.
Hastaliklar sadece insan genomundaki genlerle iligkili olmamakla birlikte insan
viicudunda yer alan mikrobiyal ve cevresel genlerle de iliskilidir. Cevresel degisimin
sebep olabilecegi bir oOrnek ise mikrobiyal bagirsak komunite degisimidir. Bu
komunitedeki degisim obezite, diyabet, hipertansiyon gibi hastaliklara sebep
olmaktadir. Bu nedenle metabolizma ve kronik hastaliklarla iligkili calismalarda
bagirsak mikrobiyotas1 ilgi odagi olmaktadir. Ayrica insan gen agimi kullanarak
bakteriyel gen ag1 etkilesimiyle hedef ilag genleri bulmak i¢in de c¢alisma odagi
olmaktadir [70].

1.7 iki boyutlu poliakrilamit jel elektroforezi (2D PAGE)

Iki boyutlu elektroforez bir dik ayirma teknigidir ki bdylelikle proteinler iki farkl
fizyokimyasal prensibe dayali bir siire¢ boyunca ayrilirlar. Proteinler ( polipeptitler)
izoelektrik fokuslama(IEF) ile net yiiklerine bagl olarak Oncelikle ayrilirlar ve SDS
varligina bagl olarak elektroforez ile molekiil agirligina bagli olarak yine ayrilirlar. Her
iki prosediir poliakrilamid jelde gergeklestirilir. IEF ve SDS —PAGE her ikiside yiiksek
¢ozilinlir teknigine sahiptir.

2D PAGE, proteinler IF veya SDS PAGE ile ayrilamayacak derecede ¢ok benzer
molekiiler agirliga veya izoelektrik noktaya sahip oldugunda ¢ok kullanighdir.

Fakat ayn1 zamanda 2D PAGE olumsuz etkilere de sahiptir.150 kDa’ dan yiiksek ve 8
kDa’ dan diigsiik molekiiler agirliklara sahip polipeptit zincirlerinin ayrilmasi i¢in
kullanilamaz. Ayrica diisiik miktardaki protein orneklerini belirlemek zordur. Bunun

yani sira giiclii alkali (pI >12) veya asidik (pI<3) proteinler giicliikle ayrilabilir.
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1.7.1 izoelektrik odaklama (IEF)

Birincil yapida proteinler izoelektrik noktalarina goére ayrilabilirler. Cevresindeki pH
gradiyentine bagl proteinler pozitif (+), negatif (-) veya yiiksiiz (0) ylike sahiptirler.
Proteinlerin yliksiiz oldugu noktadaki pH izoelektrik nokta olarak adlandirilir. Proteinler
izolektrik noktanin altindaki pH degerlerinde pozitif yiike sahipken izoelektrik noktanin
tizerindeki pH degerlerinde negatif yiike sahiptirler. Verilen bir elektrik alanda negatif
yiike sahip proteinler anoda, pozitif yiike sahip proteinler katoda dogru hareket ederler.
Hizlar1 net yiiklerinin biiylkliigline baghdir.

Proteinler elektroforez siiresince yiiklerini siirekli kaybederken, protonlari ya verirler
veya alirlar. Hiz azalir ve sonugta pI degerine esit pH noktasina gelindiginde dururlar.
Filtre kagidinin stripleri elektrod ¢ozeltisine batirildiginda pH gradiyent sabitesinin
amacina hizmet eder

2D —PAGE de ikinci basamak proteinler pl degerlerine gore ayrildiginda SDS PAGE

(yukarida tanimlandig: gibi) tarafindan molekiil agirligina gore ayrilirlar.

1.8 Ince Tabaka KagiKromotografisi

Enzim iiriinlerinin belirlenmesinde kullanilan yontemlerden birisi de kromotografik
tekniklerdir. Enzim iiriinii belirlemede pratik, ucuz ve verimli sonuglar elde edilebilen
ince tabaka kromotografisi ve kagit kromotografisi kullanilmaktadir. ince tabaka
kromotografisi (TLC) cam iizerine ince bir silika jelin dokiilmesiyle olusturulurken,
kagit kromotografisi wathman olarak bilinen kagit yardimiyla yapilir. Yani seliiloz bir

kagittan olusmaktadir.

OH OH OH
| | |
—0—8—0—8—0—5—0—

| | |
O 0 O

sililca jelin temel vapisi

Sekil 1. 6 Silika jelin temel yapisi. Silikon atomlar1 oksijen atomlariyla

baglanarak cam ylizeyde olusturmus oldugu yapi.
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Silika jel silikon dioksitin bir formudur. Silikon atomlar1 biiylik bir kovalent yapida
oksijen atomlar1 ile bilesik olusturur. Ancak silika jelin yiizeyinde silikon atomlar1 OH

gruplarina tutturulur. Bu nedenle silika jelin yiizeyinde Si-O-H baglar1 vardir [71].

Enzim fiiriinleri ince tabaka kromatografisinde ylriitiilerek ve ayn1 zamanda standart

belirleyiciler (markir) ile kiyaslanarak nitel olarak belirlenebilinir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1 MATERYALLER
Ek -1°de verilmistir.

2. 1.1 Kimyasallar
Ek -2’de verilmistir.

2.1.2 Gaita ornekleri

Ek -3’de verilmistir.

2.1.3 Besiyerleri
Ek -4’de verilmistir.

2.1.4 Kullanilan ¢ozeltiler

Ek -5’te verilmistir.

2.1.5. Kalibrasyon egrileri
Ek -6’da verilmistir.

2.1.6 Hesaplamalar

Ek-7’de verilmistir.

2.2 METOT

2.2.1 Bakterilerin Gaita Orneklerinden Izolasyonu

Iki bin yedi yilinda Cumhuriyet {iniversitesinde yapilan bir projeyle (CUK.0037482 )
yenidogan 8 tane bebekten toplanan gaita 6rnekleri — 80 °C* de saklandi. Calismada bu
gaita stoklar1 kullanildi. Gaita igerisinde bulunan bakterilerin ekstraseliiler enzimleri
tanimlandi. Ve amilaz enzimi iireten bakteri kolonilerini saf halde elde edilerek (Ek-3)

kodland1 ve gliserol iginde krayo tiiplerde stoklandi.

2. 2.2 Amilaz Enzimi Ureten Lactobacillus Suslarinin izolasyonu
MRS siv1 besiyeri (Ek-4) anlatildigi gibi hazirlandi. Gaita Orneklerinden steril bir
kiirdan ucu ile alinarak 10 ml MRS siv1 besi yeri igerisine steril sartlar altinda ekimleri

yapildi. Bir gece 37 °C’ de inkiibasyondan sonra 5000 g’ de 5 dk. santrifiij edildi.
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Stipernatant kisim uzaklastirildiktan sonra iizerine peptonlu su (Ek-4) eklendi ve
peptonlu suda 10%° kat ardisik seyrelttikten sonra “’pour plate’” yontemi geregi 1 ml
kadar petri kaplarina konuldu. Ve tlizerine otoklavlanmis MRS agar (Ek-4), yayma
yontemi ile dokiildii ve katilasma saglandiktan sonra 37 °C bir gece boyu inkiibasyona
birakildi. Daha sonra olusan kolonilerden farkl sekillere sahip olanlar numaralandirildi.
Yaklasik 100 koloni isaretlendikten sonra bu numarali koloniler segici besiyerine steril
kiirdan ile ekilerek nisastayr parcaladiklari saptandi. Bu koloniler 10 ml MRS sivi
besiyeri igerisine ekimi yapildiktan sonra biiyiitilerek — 80 °C’ de % 44’ lik

otoklavlanmis gliserolle 1:1 oraninda karistirilarak krayo tiiplerde stoklandi.
2.2.3 izolatlarin Karakterizasyonu
2.2.3.1 Morfolojik karakterizasyon

Lactobacillus fermentum suslarinin ¢iplak gozle goriiniir yapisina bakildi. Halka

seklinde ve diiz (smooth) yapiya sahip koloniler goriildii.

2.2.3.2 Biyokimyasal karakterizasyon
Biyokimyasal karakterizasyon i¢in amilaz enzimi ireten suslarin sicaklik, pH, tuz
konsantrasyonu, Gram boyama, katalaz testi, oksijen varligi veya yoklugu

parametrelerine bakildi.

2.2.3.2.1 Sicakhk

Amilaz pozitif olarak belirlenen koloniler MRS agara ¢izgi ekim yapilarak 20 °C, 25 °C,
37 °C, 40 °C, 50 °C 60 °C, 70 °C, 80 °C sicakliklarda inkiibasyona birakildi. 60 °C, 70
°C, 80 °C sicakliklar i¢in iki giin ve digerleri i¢in bir giin inkiibasyonda bekletilerek
koloni olusturup olusturmadigina bakildi. Negatif kontrol esliginde sonuglar kaydedildi.

2.2.3.2.2 pH

Farkli pH ( pH 5.5, 6.3, 7, 8, 9) degerlerine sahip MRS agar besiyerleri olusturuldu
(besiyeri pH degeri HCI ile ayarlandi). Amilaz pozitif koloniler ¢izgi seklinde ekimi
yapildi. Kiiltiirler 37 °C iki giin inkiibasyona birakildiktan sonra sonuglar kaydedildi.

2.2.3.2.3Tuz
MRS agar besiyeri (pH 6.3) hazirlandi. Amilaz-pozitif koloniler farkli tuz
konsantrasyonlarina sahip ( % 0.5, % 1, % 3, % 6) besiyerlerine ¢izgi seklinde ekimi

yapildi. Kiiltiirler 37 °C iki giin bekletildikten sonra sonuglar kaydedildi.
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2.2.3.2.4 Katalaz testi

MRS sivi besiyeri igerisinde canlandirilan amilaz-pozitif suslarindan 1 ml alindi.
Ependorf tiip igerisine konulduktan sonra 5,000 g’ de santrifiij edildi. Peletler petri kab1
lizerine yayildi. Uzerine % 3’ liik H.O; eklendi. Hava kabarcigi olup olmadigina

bakildi. Sonuglar kaydedildi.

2.2.3.2.5 Oksijen varhgi ve yoklugu
MRS agar besi yerine ¢izgi seklinde amilaz-pozitif suslar1 ekildi. Oksijen igermeyen
kaplara konularak gece boyu 37 °C inkiibasyona birakildi. Benzer sekilde oksijenli

ortamda liretilen bakteriler ile karsilastirma yapildi. Sonuglar kaydedildi.

2.2.3.2.6 Gram boyama

Amilaz-pozitif suslart MRS sivi besiyerinde canlandirildiktan sonra bu 6rneklerden
steril ependorf tiiplere 500 pl alindi. 5 dk. 5000 g’ de santrifiij edildi. Stipernatant kismi1
uzaklagtirildi. 750 pl saf su eklendi. Pelet tekrar ¢oziildii. Ve tekrar ayni degerde
santrifiij edildi. Pelet mikroskobik inceleme i¢in kullanildi.

Oncelikle temiz lam —lamel alinarak tekrar temizlemek icin etanolden gegirildi. Ve saf

suyla yikandiktan sonra kurulandi.

Her bir 6rnegin pelet kismi lam {izerine iyice yayildi. Ve kurutuldu. Her bir lam iizerine
kristal viole boyas1 damlatildi (2 damla). Ve 1 dk. bekletildi. Daha sonra % 95’ lik
etanol eklendi (2 damla). 15 sn. kadar bekletildi. Ve musluk suyu ile yikandi. Sonra
safranin ¢ozeltisi 2 damla damlatilarak 30 sn. beklendi. Musluk suyu ile yikandiktan
sonra havada kurutulmaya birakildi. Sonra her bir 6rnegin mikroskobik incelemesi

yapilarak goriintiilendi.

2.2.3.3 Molekiiler karekterizasyon

2.2.3.3.1. Lactobacillus fermentum bakterilerinin canlandirilmasi

MRS siv1 besiyerinden (Ek-4) 10 ml alindi. Mavi alev altinda - 80 °C bekleyen stok,
amilaz treten tiirler ekildi (Ek-3). Gece boyu 37 °C inkiibasyona birakildi. Daha sonra
bu siv1 besi yerinden ¢izgi seklinde MRS agar (Ek-4) besiyerine ekim yapildi. Olusan

bu yeni koloniler, takip eden caligmalarda kaynak olarak kullanildi.

MRS siv1 besiyeri (Ek-4)’ den 10 ml alindi. Bu besiyerine dnceden ¢izgi ekim yapilarak
elde edilen kolonilerden, steril sartlar altinda ekim yapildi. Gece boyu 37 °C
inkiibasyona birakildi. Daha sonra bu kiiltiirlerden DNA izolasyonu yapildi.
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2.2.3.3.2 Lactobacillus fermentum bakterilerinden genomik DNA izolasyonu
Oncelikli olarak (Ek-5)’ te verilen ¢dzeltiler hazirlandi. On ml MRS siv1 besi yeri (Ek-
4) kiiltiirtinde izolat 1 gece inkiibe edildi. Hiicreler 5 dk. 6,000 rpm’ de ¢oktiirtildii (
falkon santrifiijii ). S1v1 faz ( siipernatant ) uzaklastirildi, pelet 500 ul 1X TE tamponu
(pH 8) ile yikandi. 5 dk. 6,000 rpm’ de santrifiij edildi. % 25 siikroz ve 30 mg / ml
lizozim igeren 200 pl 1X TE (pH 8) tamponu ile hiicreler siispanse edilerek, yavasga
karistirildi. 1 saat 37 'C’ de inkiibe edildi. 1 mg / ml proteinaz K iceren 370 pl 1* TE
(pH 8) eklendi. 30 pl % 10’ luk SDS eklendi. 1 saat 37 ‘C’ de inkiibasyona birakild.
100 pl 5M NaCl ve 80 ul CTAB / NacCl soliisyonu ( %10 CTAB, 0,7 NaCl ) eklendi. 10
dk. 65 °C’ de inkiibe edildi. 700 ul kloroform / izoamil alkol (25:24:1) eklendi ve
kuvvetlice karistirildi. ( 350 kloroform izoamil alkol, 350 fenol ) 5 dk. beklenildi. 6,000
rpm’de santrifiijlendi. Ust faz yeni bir ependorf tiipe alind1. Bu islem iki kez daha tekrar
edildi. DNA” y1 ¢oktiirmek i¢in 750 pl izopropanol eklendi. Yumak DNA gozleninceye
kadar yavasca karistirildi. Gozlenen yumak DNA sar1 pipet ucu ile alinarak yeni bir
ependorf tiipe konuldu ( santrifiij yapildi ve pelet alind1 ) ve iizerine 500 pl %70 lik
etanol eklendi. 6,000 rpm’de 10 dk. santrifiij edildi. Alkol uzaklastirildi ve 37 'C de 10
dk. kurutulmaya birakildi. ( 100 pg / ul RNaz igeren 100 pl 1X TE (pH:8)’ de DNA
¢oziindiiriildii. 37 'C* de 1 saat inkiibasyona birakildi. Soguk - sicak soku uygulandi (10
dk. 80 °C ve 10 dk. -20 'C bekletildi ). 350 pl fenol eklenip karistirildi. 6,000 rpm’ de 5
dk. Santrifiijlendi. Ust faz almdi. 350 pl kloroform / izoamil alkol eklenip kuvvetlice
karistirildi. 6,000 rpm’de 5 dk. santrifiijlendi. 1/10 hacim 5SM NaCl ( 40 pl ) ve 2 hacim
(800 pl) % 99 etanol ile DNA c¢oktiiriildii. 10 dk. santrifiij yapildi ( 10,000 rpm 5 dk. ).
Pelet 500 ul %70 etanolde yikandi. 6,000 rpm’ de 5 dk. santrifiijlendi. Etanol
uzaklastirildi ve tamamen DNA” y1 kurutmak i¢in 37 "C” de 10 dk. inkiibe edildi. DNA
miktarma gore 50 pl, 100 pl veya 150 pl 1X TE’ de ¢ozdiiriildii. Sicak-soguk soku
uygulandi (10 dk. 80 °C ve 10 dk. -20 °C bekletildi ). Tiim 6rnekler -20 °C de saklanda.

2.2.3.3.3 DNA agaroz jel elektroforezinin hazirlanmasi ( % 0.8 )

0.8 gram agaroz tartildi (Ek-5). 100 ml 1* TAE tamponunda ¢ozildi. Isitict ile
kaynatildi. 50 pg / ml konsantrasyonundaki etidyum bromiir ¢ozeltisinden 15 pl
eklendi. El yakmayacak kadar sogutulduktan sonra énceden hazirlanmis tank icerisine
dokildii. Katilagtiktan sonra taraklar cikartildi. Daha sonra jel 1X TAE igeren

elektroforez tankina konuldu.
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2.2.3.3.4 Lactobacillus fermentum bakterilerinin genomik DNA 6rneklerinin jele
yiiklenmesi

5 ul DNA 6rnegi ve 2 ul yiikleme boyasi karistirildi. Baslik 2.2.3.3° te hazirlanan jel

kuyucuklarma yiiklendi. Markir i¢in 1 pl markir ve 2 pl boya ve 4 ul saf su igeren

karisim yiiklendi. 40 mA 4 saat ylritildikten sonra jel goriintilendi. DNA

izolasyonunda problem olmadig: anlasildiginda PCR islemine gegildi.

2.2.3.3.5 Lactobacillus fermentum 16SrDNA geni amplifikasyonu

Her bir 6rnek i¢in gerekli olan kimyasallar (Ek-5)’te gorildiigii gibi hazirlandi. Bu
icerik bir tek ornek icin gerekli olan kisimdir. Ornek miktar: ile ¢arpilarak karisim
hazirlandi (6rmek DNA’ s1 ve enzim haric). Her bir tiipe esit hacimde dagitildi. Ornek
DNA’s1 eklendikten sonra hizlica Tag DNA polimeraz enzimi eklendi ve 1 damla

mineral yag1 PCR tiip kapagina damlatildi. PCR baglatildi.

2.2.3.3.5.1 PCR amplifikasyon kosullari
PCR reaksiyonu (EK-5)’te goriildiigii gibi 40 dongili gergeklestirilip tamam olduktan
sonra ornekler 5000 g’ de 5 dk. santrifiij yapildi ( yag tabakasindan ayirmak i¢in ). Daha

sonra Orneklerin baglik 2.2.3.3 gibi jel elektroforezi uygulamasi yapildi.

2.2.3.3.6 PCR iiriinlerin jele yiiklenmesi
5 ul PCR 6rnegi ve 2 pul boya karistirildi. Jel kuyucuklarina yiiklendi. Markir igin 1 pl
markir ve 2 pl boya ve 4 pl saf su igeren karigim yiiklendi. 40 mA 4 saat yiiriitiildiikten

sonra O6rnek sonuglar1 kaydedildi.

2.2.3.3.7 16SrDNA geninin dizilenmesi
PCR dizi sonuglart analiz merkezine gonderilerek dizileme gergeklestirildi. Dizileme

sonucu elimize ulasan dizilerden hangi bakteri tiirii oldugu tespit edildi.

2.2.3.3.8 Lactobacillus fermentum bakterilerinin belirlenmesi

PCR sonuglart ileri yonlii ve geri yonlii olmak iizere iki dizi seklinde gerceklestirildi.
Bu diziler eslesen bolgelerinden birlestirilerek tekbir dizi haline doniistiiriildii. Elde
edilen tim 16SrDNA bolgesi NCBI gen bankasindan karsilastirilmasit yapilarak tiirler

belirlendi.

2.2.4 Logaritmik Faz Ureme Takibi
MRS siv1 besiyeri hazirlandi. Amilaz iireten Lactobacillus fermentum susunun ekimi

gergeklestirildi. 37 °C de inkiibasyona birakildiktan sonra 1 saat arayla besiyeri koriine
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kars1 600 nm’ de 16 saat boyunca periyodik Ol¢iimler alinarak susun lireme zaman

logaritmik grafigi ¢ikarildi.

2.2.5 Protein Miktar Tayini

Bunun i¢in Bradford yontemi kullanildi. Ticari satin aliman Bradford regetesine gore
gergeklestirildi. Absorbansi okunan her bir 6rnek ependorf tiip icerisine alinarak 10,000
g 5 dk. santrifiij edildikten sonra silipernatant kisminda protein miktar1 tayin edildi.
Bunun i¢in 25 pl siipernatant 6rnegi ile 675 pl Bradford kimyasali karistirildiktan sonra
2 dk. oda sicakliginda bekletildi. Kor i¢in ise 700 pl Bradford kimyasali kullanildi. 595

nm’ de 6l¢iim alindi. Kalibrasyon egrisi olusturuldu (Ek-6).

2.2.6 Maltoz Miktar Tayini

DNS yontemi kullanildi. Bunun i¢in santrifiij edilen ependorf tiiplerden (log faz takibi
icin kullanilan) siipernatant kismindan 200 pl alindi. 400 pl DNS ¢ozeltisi (Ek-5) ve
200 pul % 2’ lik nisasta ¢ozeltisi bir ependorf tiip icerisinde karistirildiktan sonra 37 °C
15 dk. su banyosunda bekletildikten sonra 95 °C 5 dk. kaynatildi ve buz igerisine
konulduktan sonra 540 nm’ de 6l¢iim alindi1. Kalibrasyon egrisi olusturuldu (Ek-6).

2.2.7 SDS PAGE ve Dogal (Natif) PAGE ve Zimogram Calismalan

2.2.7.1 % 12’ lik SDS- PAGE (20 ml)

Oncelikli olarak TEMED ve APS hari¢ diger kimyasallar (Ek-5)’te goriildiigii gibi
istenilen miktarlarda bir beher igerisine alindi. Daha sonra TEMED ve APS de aynm
anda istenilen miktarlar katilarak hafif¢e katilasma saglandiktan sonra 12x18 cm’ lik
cam plakalar igerisine dokiildii ve tizerine suyla doyurulmus n-biitanol konuldu. 30
dakika katilagsmaya birakildi. Bundan sonra iizerindeki alkol uzaklastirildi. Saf su ile
yikandi. Sonra kurutma kagitlar ile kalan su uzaklastirildiktan sonra ytikleme jeli (Ek-
5) dokildii. Taraklar yerlestirildi, katilagsmaya birakildi. Sonra taraklar ¢ikartildi. Protein
ornekleri yiiklemek i¢in yiirlitme tamponu (Ek-5) igerisine alindi. Proteinler
yiiklendikten (Ek-5) sonra 18 saat 100 V’ da yiiriitiildii ve boyanmaya (Ek-5) birakildi.
Bir gece beklendikten sonra yikama (Ek-5) ¢ozeltisine konuldu. Protein bantlari

gorlntiilendi [72].

2.2.7.2 % 7, 5’ lik Natif PAGE
Oncelikli olarak TEMED ve APS haric diger kimyasallar (Ek-5)’te goriildiigii istenilen
miktarlarda bir beher igerisine alindi. Daha sonra TEMED ve APS de aymi anda
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istenilen miktarlar1 katilarak hafifce katilasma saglandiktan sonra 12x18 cm’ lik cam
plakalar igerisine dokiildii ve lizerine suyla doyurulmus n-biitanol konuldu. 30 dakika
katilasmaya birakildi. Bundan sonra iizerindeki alkol uzaklastirildi. Saf su ile yikandi.
Sonra kurutma kagitlar1 ile kalan su uzaklastirildiktan sonra yiikleme jeli (Ek-5)

dokiildii. Baglik 2.2.7.1 de anlatildig1 gibi benzer islemler devaminda uyguland.

2.2.7.8 Zimogram analizi

(Ek-5)’ te verilen miktarlar baslik 2.2.7.1 ‘de anlatildigi gibi hazirlandi. Boyama ve
yikama iglemi yapilmadan 6nce iizerine % 10’ luk potasyum iyodiir dokiilerek sonuglar
kaydedildi.

Baglik 2.2.7.1°de anlatildig1 gibi benzer islemler uygulanarak elde edilen dogal jelden
protein bantlar1 kesilerek MRS agar substratli besiyerine konularak gece boyu 37 °C
bekletildi. Uzerine % 10’ luk potasyum iyodiir dokiilerek sonuglar kaydedildi. Tiim bu

calismalar negatif kontroller ile karsilagtirildi.

2.2.8 ince Tabaka Kromatografisi ile Hidrolizatlarin Tanimlanmasi

Ince tabaka kromatografi kagidi esit hacimde 3 cm araliklar ile béliindii ve alt kisimdan
da 3 cm bosluk birakildi. Gece boyu enzim ve % 1’ lik nisasta 37 °C su banyosunda
bekletildikten sonra reaksiyon kaynatilarak durduruldu ve 13000 g’ de 5 dk. Santrifiij
edildikten sonra siipernatant kisim enzim irilinlerini belirlemek i¢in kromatografi
kagidinda ilgili yere 2 damla enjektor ignesi ile damlatildi. Ayni islemler ticari o amilaz
(bacillus subtilis) olarak satin alinan enzim tizerinde de gerceklestirildi. Markir olarak
0,5 mg /ml (0,5 mg glikoz, maltoz, siikroz ayr1 ayri tartildi. Son hacimler metanol ile 1
ml’ ye tamamlandi ) konsantrasyonuna sahip glikoz, maltoz, siikroz drnekleri kullanildi.
Her bir isaretli yere daha 6nceden hazirlanan 0,5 mg /ml konsantrasyonuna sahip glikoz,
maltoz, stikroz ornekleri 2 damla enjektor ignesi ile damlatildi. Yiirtitiicli ¢ozeltisi (N
biitanol, piridin, saf su 6:3:1 oraninda birlestirilerek yiiriitiicii ¢ozeltisi hazirlandi )
icerisine kromatografi kagidi yerlestirildi. 20 saat yiiriitiildiikten sonra boyama ¢ozeltisi
(% 30’ luk Ortofosforik asit, %15 lik Anilin 5:2 oraninda karistirilarak boyama
cozeltisi hazirland1 ) ile boyandi. Isitict ile 1sitildiktan sonra spotlar belirlendi ve

sonuglar kaydedildi.
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2.2.9 Enzim Aktivite Calismalar:

2.2.9.1 Enzim iiretilmesi

Bakterilerden enzim {iretilmesi i¢cin 100 ml MRS siv1 besiyeri hazirlandi. Cizgi ekim
yapilarak elde edilen yeni bakteri kolonileri énce 10 ml MRS sivi besiyeri igerisine
ekildi. 3 saat sonra 100 ml MRS siv1 besiyeri igerisine aktarilarak gece boyu 37 °C
cogalmaya birakildi. Ertesi giin falkon tiiplere konularak 15 dk. 5,000 g’ de santrifiij (+
4 °C) edildi. Siipernatant kisimlar cam siseye konuldu. Uzerine 3 hacim soguk etanol

kullanildi. Ve gece boyu — 20 °C’ de bekletildi.

2.2.9.2 Enzimlerin kismi saflastirilmasi

Geceboyu bekletilen cam siseler tekrar falkon tiiplere aktarilarak 10 dk. 5,000 g’de +4
°C santriflij edildikten sonra siipernatant kisim uzaklastirildi. Pelet ise acik havada
kurutuldu. 1 giin kadar oda sicakliginda bekletildi. Daha sonra bir eppendorf tiipte

toplanarak + 4 °C saklandi ve ilgili ¢aligmalarda kullanildi.

1 mg /ml her bir enzim 6rneginin pH tamponu igerisinde soliisyonu hazirlandi. DNS

yontemi ile her bir 0rnegin zamana bagl aktivasyon ¢alismasi yapildi.

2.2.9.3 Saflastirilma tablosu

-80 °C’ de stok olarak bulunana bakteri 6rnegi MRS agar plaka igerisinde canlandirilda.
Daha sonrasinda 10 ml MRS sivi besiyeri igerisine ekimi yapildi. 24 saat 37 °C
calkalamali etiivde inkiibasyondan sonra 5,000 g’de 10 dk. santrifiij edildi. Siipernatant
kisim enzim kaynag: olarak kullanildi ve aktivite ve protein miktarlar tayin edildi. Arta
kalan stlipernatant {izerine 3 hacim soguk etanol konuldu. Gece boyu -20 °C
bekletildikten sonra 5,000 g’de 15 dk. +4 °C santrifiij edildi. Pelet kistm kurutulduktan
sonra baslangi¢ kiiltiir hacmi kadar pH tamponunda ¢6ziildii. Tekrar aktivite ve protein

miktarina bakildi.

2.2.9.4 Enzim analizi
Beta-amilaz aktivitesi nisastanin hidrolizinden agiga ¢ikan maltozun 3,5- dinitrosalisilik

asidin indirgeme hiz1 olarak hesaplanmaktadir [45, 73]

Bir iinite B—amilaz aktivitesi optimum kosullarda dakikada agiga ¢ikardigi 1 mg

maltozdur [74].
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Genel olarak %1’ lik substratlar kullanildi. Her substrat optimum pH tamponlarinda
hazirlandi. Enzim ¢ozeltisi de optimum pH tamponlarinda hazirlandi. Substrat ile enzim
ayni oranda karistirilarak uygun zaman ve sicaklikta inkiibe edildikten sonra reaksiyon
hacmi kadar DNS eklendi. 95 °C 5 dk. bekletildikten sonra buz igerisine konularak
sogutuldu. 540 nm’ de kore kars1 okundu. Absorbans verileri kaydedildi. Kor i¢in enzim

yerine ilgili optimum pH tamponu kullanildi.

2.2.9.4.1 pH taramasi ve enzim kararhhgi

pH 2 (glisin-HCI tamponu), 3, 4, 5 (asetat tamponu), 6, 7 (fosfat tamponu), 8, 9, 10
(karbonat tamponu), 11, 12 (glisin-OH tamponu ) enzim aktivitesi ve kararlilig1 {izerine
etkisine bakildi. Ayn1 tamponlar igerisinde % 1’ lik nisasta ¢ozeltisi hazirlandi. 200 pl
enzim c¢ozeltisi ile 200 pl subsrat 45 °C etkilestirilerek 10 dk. calkalamali su
banyosunda bekletildi. 400 pl DNS ¢ozeltisi eklenerek 5 dk. kaynar su banyosunda
bekletildi. Sonra buz igerisine alinarak sogutuldu. 540 nm’ de 6l¢timler alindi. Sonuglar

kaydedildi.

Kararlilik i¢in her pH 6rneginde enzim +4 °C ve oda sicakligi (22) ve 37 °C farkh

zamanlarda bekletilerek DNS yontemi ile enzim kararliligina bakildi.

2.2.9.4.2 Sicaklik taramasi ve enzim kararhhg:

Optimum pH belirlendikten sonra enzim 6rnegi bu pH igerisinde (Ek-5) hazirlandi. 200
ul % 1° lik nisasta ¢ozeltisi ile reaksiyona sokularak +4 °C, 15 °C, oda sicakligi (23), 37
°C, 45 °C, 60 °C, 75 °C, 90 °C sicakliklarda 10 dk. inkiibe edilerek {izerine 400 ul DNS
cozeltisi eklendi. Bes dk. kaynar su banyosunda kor ile birlikte inkiibasyondan sonra

buz igerisine alinarak 540 nm’ de okuma gerg¢eklestirildi. Sonuclar kaydedildi.

Termal denatiirasyon i¢in optimum sicaklik ve pH belirlendikten sonra enzim tekrar
optimum pH c¢ozeltisi icerisinde hazirlandi. Aym sekilde % 1’ lik nisasta ¢ozeltisi
hazirlandiktan sonra 37 °C, 45 °C, 65 °C, 75 °C, 90 °C sicakliklarda 15 saat, 20 saat, 24
saat inkiibe edilerek DNS yontemi ile aktivite tayinleri saglandi. Sonuglar kaydedildi.
Benzer islemler pH 10.0 icin de gergeklestirildi.

2.2.9.4.3 Substrat seciciligi
% 1’ lik konsantrasyona sahip 5 farkli enzim subsrati (Ek-5) pH 5.0 asetat tamponu
icerisinde hazirlandi. Substrat olarak amiloz, misir nisastasi, glikojen, amilopektin,

¢Ozilinilir nigasta kullanildi. Her substrattan 200 pl alinarak 200 pl enzim ¢ozeltisi ile 5
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dk. 45°C sicaklikta inkiibe edildikten sonra 400 pul DNS eklenerek 5 dk. 95 °C sicaklikta
bekletildi. Buz igerisinde sogutulduktan sonra 540 nm’ de 6l¢iimler alindi1 ve sonuglar

kaydedildi. Benzer islemler pH 10.0 ve 37 °C sicaklik i¢inde gerceklestirildi.

2.2.9.4.4 Metal iyonlan ve inhibitor etkisi

Reaksiyon hacmi igerisinde 100 mM, 50 mM, 10 mM, 5 mM, 1 mM konsantrasyona
sahip olacak sekilde yedi farkli iyon ¢ozeltisi (Ek-5) %1’lik nisasta ( pH 5.0 tamponu)
¢Ozeltisi igerisinde hazirlandi. Kullanilan metaller Mg**, Cu*™, Ca™, Na*, Zn**, Fe™",
Hg™ olmak iizere hepside klor bilesiklidirler. Bu metalleri igeren substratlardan 200 pl
almarak 200 pl enzim ¢dozeltisi ile 5 dk. 45 °C sicaklikta bekletildikten sonra 400 pl
DNS eklenerek 5 dk. 95 °C sicaklikta bekletildi. Buz igerisinde sogutulduktan sonra 540
nm’ de Ol¢iimler alind1 ve sonuglar kaydedildi. Ayrica metal iyonu i¢cermeyen enzim
aktivitesi calismasi1 da negatif kontrol olarak benzer sekilde gergeklestirildi. Benzer

islemler pH 10.0 ve 37 °C sicaklik i¢in de ger¢eklestirildi.

2.2.9.4.5 iyonik kuvvet

Reaksiyon hacmi igerisinde 0.1 M, 0.3 M, 0.5 M, 1 M, 1.5 M konsantrasyona sahip
olacak sekilde NaCI (Ek-5) %1’lik nisasta ( pH 5.0 tamponu) ¢ozeltisi igerisinde
hazirlandi. Bu substratlardan 200 ul alinarak 200 pl enzim ¢ozeltisi ile 5 dk. 45 °C
sicaklikta inkiibasyondan sonra 400 pul DNS eklenerek 5 dk. 95 °C sicaklikta bekletildi.
Buz igerisinde sogutulduktan sonra 540 nm’ de 6l¢timler alind1 ve sonuglar kaydedildi.
Ayrica metal iyonu igermeyen enzim aktivitesi ¢aligmasi da negatif kontrol olarak
benzer sekilde gerceklestirildi. Benzer islemler pH 10.0 ve 37 °C sicaklik icinde
gerceklestirildi.

2.2.9.4.6 Kimyasal ve deterjanlar

Reaksiyon hacmi igerisinde %1,%5, %10 konsantrasyona sahip olacak sekilde yedi
farkl kimyasal (Ek-5) %1°lik nisasta ( pH 5.0 tamponu) ¢ozeltisi igerisinde hazirlandi.
Bu substratlardan 200 pl alinarak 200 pl enzim ¢ozeltisi ile 5 dk. 45 °C sicaklikta
inkiibasyondan sonra 400 pul DNS eklenerek 5 dk. 95 °C sicaklikta bekletildi. Buz
icerisinde sogutulduktan sonra 540 nm’ de OSlgiimler alindi1 ve sonuglar kaydedildi.
Ayrica metal iyonu igermeyen enzim aktivitesi ¢alismasi da negatif kontrol olarak
benzer sekilde muamele edildi. Benzer islemler pH 10.0 ve 37 °C sicaklik i¢in de

yapildi.
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2.2.9.4.7 Aktivite kararhg:

pH 5.0 ve pH 10.0 tamponlari icerisinde enzim ¢ozeltileri hazirlandi. +4 °C sicakliga
birakildi. Belirli zaman araliklari ile aktivite tayinleri yapildi. Baglik 2.2.9.4 anlatildig:
gibi islemler gerceklestirilmistir.

2.2.9.4.8 Kinetik ¢calismalar

%4’lik ,%2’lik,%1°1ik,%0.5°1ik,%0.25’lik ve %0.125’1ik nisasta ¢ozeltileri pH 5.0
asetat tamponu igerisinde hazirlandi. Bu substratlar kullanildiginda reaksiyon
hacmindeki konsantrasyonu dort kat seyrelmektedir. 0, 10, 15, 30, 60, 120, 180 saniye
enzim substrat ayr1 ayr1 inkiibe edildi. 5 dk. 45°C sicaklikta bekletildikten sonra 400 pl
DNS eklenerek 5 dk. 95 °C sicaklikta bekletildi. Buz igerisinde sogutulduktan sonra 540
nm’ de olgiimler alindi ve sonuglar kaydedildi. Benzer islemler pH 10 ve 37 °C sicaklik
icin de gergeklestirildi. Elde edilen absorbans degerleri kullanilarak agiga ¢ikan maltoz

miktar1 hesaplandi. Buna bagl olarak enzimin aktivitesi hesaplandi.
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3.BULGULAR

3.1 Nisastay1 Hidrolizleyen Bakterilerin Taranmasi
Gaita igerisinde farkli morfolojiler goz oniinde bulundurularak isaretlenen bakteriler
secici besi yerlerine aktarildi. Nisastaya duyarli olanlar iyot ile boyandiginda etrafinda

seffaf zon olusturdu ve saptandi.

A B

Sekil 3. 1 Enzim aktivitesinin nisastali MRS agar besi yerinde saptanmasi

Bebek gaitas1 igerisinde yer alan farkli morfolojik yapiya sahip fakat nisastay:
parcalayan bakteri kolonilerini gdstermektedir (Sekil 3.1 (A). %1 ‘lik nisasta iceren
MRS agar besiyerine ayri ayr1 bakteri kolonileri ekimi yapildi. Bir gece 37 °C
kolonilerin biiylimesi beklendi. %10’ luk KI ¢ozeltisi bir ka¢ damla dokiildiigiinde
beyaz zonlar agiga ¢ikti. Sekil 3.1 (B) ise 1 nolu bakteri 6rneginin olusturdugu zonu

daha iyi gostermek amaciyla biiytiltiilmustiir.

Bu dort bakteriden 1 nolu 6rnek segilerek biyokimyasal ve molekiiler karakterizasyonu

yapilmuistir.
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3.2 Logaritmik Faz Ureme Takibi

2,5

Absorbans degerleri (600 nm)

16

Zaman (sa)

Sekil 3. 2 Bakteri biiyiime zaman iligkisini.

Bakteri 6rneginin zamana kars1 biiylimesini gostermektedir (Sekil 3.2). Bakteri ekimi 37
°C’ de yapildiktan sonra 1 saat arayla 600 nm’ de besiyerinden olusan kore karsi
absorbans degerleri almarak 16 saat faz takibi gerceklestirilmistir. ilk 5 saat lag faz1
olup bundan sonra 6 saatlik kisim logaritmik faz evresinde ve geriye kalan zamanda

bakteri duragan faza gegmektedir.

3.3 Biyokimyasal Karakterizasyon
Bir nolu bakteri Orneginin biyokimyasal karakterizasyonu i¢in sicaklik, tuz
konsantrasyonu, Gram boyama, katalaz testi, pH, aerobik ve anaerobik ortam

parametrelerine bakilarak sonuglar ¢izelge (Cizelge 3.1) halinde gosterilmistir.

llgili bakteri &rneginin testlere karst vermis oldugu sonuglar (Cizelge 3.1)
goriilmektedir. Katalaz testi icin kiiltiire edilen bakterinin siipernatant kism1 %35’ lik
H20; ile muamale edildiginde negatif sonu¢ vermistir. Ilgili konsantrasyonlarda tuz
cozeltileri igeren besi yerlerine kiiltiire edilen bakteri 6rneginin % 0.5, % 1, % 3
konsantrasyonlarinda NaClI igeren besi yerinde biiylime gozlendi; % 6 NaCl iceren
besiyerinde biiylime gozlenmedi. pH taramasi i¢cin pH 6.3 ve 7.0 olan besi yerlerinde
bliylime gorildiigi ve pH 5.5 ve 8 de az biiylime, pH 9’ da biiylime gorilmedigi
kaydedilmistir. Sicaklik i¢in 37 °C biiylime goriiliirken 60 °C, 70 °C, 80 °C biiylime
goriilmemistir. 25 °C ise az biliylime goriilmiistiir. Gram boyamada bakteriler 6nce

santrifiij edilerek lam tlizerine yayma yapildi. %1’ lik kristal viole damlatildi. %95’ lik
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ethanol ile yikandi. Birkag damla safranin ile muamele edildiginde mikroskobik

inceleme sonucu hiicreler diplokok olup mor renkli goriilmiistiir.

Cizelge 3.1 Bir nolu bakteri 6rneginin biyokimyasal karakterizasyonu sonuglar1

UYGULANAN BAKTERI ORNEGI | UYGULANAN BAKTERI ORNEGI
TESTLER TESTLER

Gram boyama  + pH 7 +
Katalaz testi - pH 8 *
O2’li ortam + pH 9 -
O2’siz ortam + 23°C *
% 0.5 NaCl + 37°C +
% 1 NaCl + 40°C +
% 3 NaCl + 50°C +
% 6 NaCl - 60 °C -
pH 5.5 * 70°C -
pH 6.3 + 80 °C -

* az ¢ogalma, + ¢ogalma var, - ¢ogalma yok

Gram boyama sonucu belirlenen noktada diplokok morfolojisine sahip hiicreler Sekil
3.3 2° de gosterilmistir. Burada ok isareti mikroskobik inceleme sonucu mor renkli

diplokok hiicreleri gostermektedir.
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Sekil 3. 3 Gram boyama.

3.4 Genotipik karakterizasyon
Bakteri orneginden izole edilen genomik DNA’y1 gostermektedir (Sekil 3.4). 1 nolu
kuyucukta DNA markir 6rnegi bulunmaktadir. 2 nolu kuyucukta bakteri d6rnegine ait

genomik DNA sonucunu gostermektedir.

Sekil 3. 4 Bakteri genomik DNA’ s1 izolasyonu sonucu % 0,8 lik agaroz jel elektroforezi
goriintlisii. 1 nolu kuyucuk markir (Spul) ve 2 nolu kuyucuk (8 pl) bakteri
genomik DNA 6rnegi (markir igin 100 bp DNA ladder biolabs kullanildi).

Daha onceden izole edilen bakteri genomik DNA’s1 kullanilarak g¢ogaltilan PCR
iriinlerinin % 0.8’ lik agaroz jel elektroforezine yiiklenmesi ve yiiriitiilmesi sonucu
(Sekil 3.5) elde edilmistir. 1 nolu kuyucuk bakteri 6rnegine ait olup 10 nolu kuyucuk ise
markirdir. Markirin en alttaki bandi yaklasik 1,600 baz ¢iftine karsilik gelmektedir.
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Sekil 3. 5 Bakteri 16SrDNA’simnin ¢ogaltilmasi. Kuyucuklar 1’ den 10’a kadar
numaralandirilmistir. 1 nolu kuyucukta (5 pl) bakteri 6rnegine ait PCR
sonucu olusan bantlar1 gostermektedir. 10 nolu kuyucukta markir (5 pl)

bulunmaktadir. Diger kuyucuklarda farkli bakteri 6rneklerine ait PCR

driinleri bulunmaktadir.

3.4.1 16SrDNA dizi sonu¢lar
Bakteri 0rneginin ileri ve geri yonli dizi sonuglart (Sekil 3.6 ve 3.7) karsilastirilarak
ortak dizi kismindan biri kullanilarak tam bir 16SrTDNA dizisi elde edildi. Bu tiim dizi

NCBI da karsilagtirmasi yapilarak bakteri drneginin hangi tiire ait oldugu belirlenmistir
(Sekil 3. 8)

EGE 1 Primer sonucu

5’TCCCGAAAAATTCGGCAAGGGCTGGCATGGAGTGGTTGGCCGATTGCTTG
AAGGTGCTTGCACCTGATTGATTTTGGTCGCCAACGAGTGGCGGACGGGTG
AGTAACACGTAGGTAACCTGCCCAGAAGCGGGGGACAACATTTGGAAACA
GATGCTAATACCGCATAACAACGTTGTTCGCATGAACAACGCTTAAAAGAT
GGCTTCTCGCTATCACTTCTGGATGGACCTGCGGTGCATTAGCTTGTTGGTG
GGGTAACGGCCTACCAAGGCGATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATC
GGCCACAATGGGACTGAGACACGGCCCATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTA
GGGAATCTTCCACAATGGGCGCAAGCCTGATGGAGCAACACCGCGTGAGTG
AAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTAAAGAAGAACACGTATGA
GAGTAACTGTTCATACGTTGACGGTATTTAACCAGAAAGTCACGGCTAACT
ACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTA
TTGGGCGTAAAGAGAGTGCAGGCGGTTTTCTAAGTCTGATGTGAAAGCCTT
CGGCTTAACCGGAGAAGTGCATCGGAAACTGGATAACTTGAGTGCAGAA-3°

Sekil 3. 6 16StDNA’nin EGE 1 ileri yonlii primer dizi sonuglart.
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16SrDNA’nin EGE 1 ileri yonlii primer dizi sonucunda 660 niikleotit veri bankasinda
karsilastirildiginda Lactobacillus fermentum bakterisinin 169,453 niikleotidi ile baslayip

170,079 niikleotid ile eslesmesini tamamlamaktadir.

16SrDNA’nin EGE 2 geri yonlii primer dizi sonucunda 650 niikleotit veri bankasinda
karsilastirildiginda Lactobacillus fermentum bakterisinin 170,852 niikleotidi ile baslayip

170,253 niikleotid ile eslesmesini tamamlamaktadir.
EGE 2 Primer sonucu

3’ TGGGGTCTGAAAACTGCGGATCTATGTTGTGACCATCGGGGGGGGCCAAA
AACTATGGGTGTTACGTTTCTCCCGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCC
GGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACT
TCGTGCAGGCGAGTTGCAGCCTGCAGTCCGAACTGAGAACGGTTTTAAGAG
ATTTGCTTGCCCTCGCGAGTTCGCGACTCGTTGTACCGTCCATTGTAGCACG
TGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATCTGACGTCGTCCCCACCTTC
CTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCACTAGAGTGCCCAACTTAATGCTGGCAA
CTAGTAACAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGAC
ACGAGCTGACGACGACCATGCACCACCTGTCATTGCGTTCCCGAAGGAAAC
GCCCTATCTCTAGGGTTGGCGCAAGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGC
GTAGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAAT
TCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGC
GTTAGCTCCGGCACTGAAGGGCGGAAACCCT-S’

Sekil 3. 7 16StDNA’nin EGE 2 geri yonlii primer dizi sonuglar.

Elde edilen dizi sonug¢larinda dendogram analizi yapildiginda Lactobacillus fermentum

tiiriine en yakin oldugu saptanmaistir.
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Firmicutes 7 leaves

Weissella koreensis KACC 15510
complete genome

Firmicutes 73 leaves

—— i Firmicutes 9 leaves

Firmicutes 7 leaves

« Lactobacillus reuteri
DSM20016 complete genome

FQueﬂ_;_i 1807

L Lactobacillus fermentum [FO
3956 DNA, complete genome

Sekil 3. 8 Dendrogram sonucu.

3.5 Enzim karakterizasyonu

3.5.1.Dogal (natif) PAGE ve SDS-PAGE
Enzimin dogal PAGE analizinde 20 kDa civarinda goriildii (Sekil 3.9. B ve C).

3.5.2 ki boyutlu jel elektroforezi

Lb. fermentum’ dan kismen saflastirilan f-amilaz enziminin SDS-PAGE sonucu (Sekil
3.9. A) gostermektedir. Ok isareti ile gosterilen 20 kDa civarindaki bant enzime aittir.
Ayni1 protein bandinin iki boyutlu jel elektroforezinde yiiriitiildiikten sonra elde edilen
goriintlistinde (Sekil 3.9. D) goriilen sekmeden enzimin izoenzim oldugu anlasildi.

foenzim yapinin detayli sonuglar1 goriilmektedir (Sekil 3. 9. E).
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Sekil 3. 9 Beta amilaz enziminin dogal (C) ve SDS-PAGE (A ve B) ve izozim (D ve E)
sonucu. (A) hizmet sonucu elde edilen gortntiidiir. Markir biiyiikliikleri sirasiyla
verilmistir. (B) kendi laboratuarimizda yapmis oldugumuz sonugtur. (C)Beta—amilaz
enziminin (natif) PAGE sonucunu gostermektedir. 1 ve 3 nolu kuyucuk markir ( 20
ul), 2 nolu kuyucuklar ise bakteri enzim Ornegi sonuglaridir. Markir sirasiyla
albiimin ve IgG agir ve hafif zinciri proteinlerinden olugmaktadir. (D) 2D-Jel
Elektroforezi sonucunu gostermektedir. Ve ok isaretlerinin oldugu bolgede izozim

yap1 goriilmektedir. (E) ise bolgenin bityiiltilmiis sonucu gostermektedir.
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3.5.3. Zimogram PAGE
Kismen saflagtirilan enzimin ortamdaki diger protein bantlarindan ayirmak ve
substratina duyarli olup olmadigini saptamak i¢in kullanildi. Sonuglar Sekil 3.10'da

verildi.

A B C

Sekil 3. 10 Zimogram analizi. PAGE jeli yapildiktan sonra protein 6rnegi oldugunu
diisiindiigiimiiz bant kesilerek % 1°lik nisasta igeren MRS agar besiyerine
konulup ¢ok az miktarda tampon ile jel ¢oziindiigiinde ve potasyum
iyodiir ile muamele edildiginde sonucunu (B) gostermektedir. (A) negatif
kontroldiir. Protein olmayan kontrol PAGE jelinden ayni miktarda
kesilerek nisasta igeren besi yerine konuldugundaki sonucu, (C) ise %!’
lik nisasta igeren zimogram analizini gostermektedir. Ornek bakteri
enziminin jelin u¢ kisminda lokalizasyonu ve substratini pargaladiginda

%10’ luk potasyum iyodiir ile muamele edildiginde mat bir bant eldesi

goriilmektedir.

Natif PAGE’de yiiriitiilmiis enzim Orneginin, boyama ve yikama isleminden sonra
lokalize oldugu bolgeden kesilerek %1’ lik nisasta igeren MRS agar icerisine konulup
birka¢ damla tampon ile eritilerek gece boyu 37 °C bekletildikten sonra elde edilen
zimogram gorlntiistiidiir (Sekil 3.10 B). %10 ‘luk KI damlatildiginda bandin etrafinda
matlik goriilmiistiir. Sekil 3.10 A’da kontrol amagli kullanilmigtir. Bunun igin ayni
PAGE’den enzim olmayan bos bir bolgesinden kesilerek benzer islemler
uygulandiginda jelin etrafinda beyazlama olmadigini gdstermektedir. %1’ lik nisasta
iceren (Natif) PAGE, % 10’ luk KI ile boyandiginda enzimin lokalize oldugu bdlgede
mat bir bantlagsma goriilmektedir (Sekil 3.10 C).
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3.6 ince Tabaka Kromatografisi

Enzim hidrolizi sonucu olusan son iirliniin belirlenmesi i¢in gerceklestirildi. Sekil 3.11.
enzim {riinlerini gostermektedir. 1 nolu kuyucuk enzim ornegi {iriinii olup 2 pl
damlatilmistir. 2 nolu kuyucuk % 1’ lik maltoz (standart) 3 pl, 3 nolu kuyucukta enzim
iiriinii 3 pl, 4 nolu kuyucukta ticari bir amilaz enzimin {iriinii 3 pl, 5 nolu kuyucukta %
33’ liikk sukroz (standart) 5 pl, 6 nolu kuyucukta % 0,33’ likk maltoz (standart) 3 ul, 7
nolu kuyucukta %1’ lik glikoz (standart) 5 pl bulunmaktadir. Yiiriime yonii ise numarali
kisimdan yukar1 dogrudur. Bu kromatografi ¢aligmalarina gore son iiriin maltoz olarak

goriildii.

Sekil 3. 11 Ince tabaka kromatografi sonucunu. 1 nolu kuyucukta enzim iiriinii, 2 nolu kuyucukta
%1°lik maltoz 3 pl, 3 nolu kuyucukta3 pl enzim iiriinii, 4 nolu kuyucukta ticari amilaz
enzimi 3 pl iriini,5 nolu kuyucukta % 33’lik sukroz (standart) 5 pl, 6 nolu kuyucukta
maltoz (standart) % 0,33’ liik maltoz 3 pl, 7 nolu kuyucukta % 1° lik glikoz (standart) 5 pl

bulunmaktadir.

3.7 Beta-amilazin Kismen Saflastirilmasi

Mikrobiyal enzim elde edilirken MRS sivi besiyerine ekstraseliiler salgiland1 ve
santrifiijleme 1ile hiicre ¢oOktiiriilerek ortamdan wuzaklastirildi. Enzim aktivitesi
siipernatant ve soguk etanol ile ¢oktiiriildiikten sonra elde edilen kuru 6rnek iizerinde

calisilarak enzim 4 kat saflastirildi.
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3.8 Beta-amilaz Enziminin pH Taramasi ve Enzim Kararhhg

Enzim aktivitesine pH etkisi goriilmektedir (Sekil 3.12). Elde edilen sonuclar enzimin
iki optimum, pH 5.0 ve pH 10.0, maksimum aktivite gosterirken, pH 10.0’ da, pH 5.0’
e gore daha ¢ok aktivite gostermistir. pH 7.0’de aktivite gostermedi. iki farkli bolgede

optimum aktivite gostermesi iki boyutlu jel elektroforezde goriilen izomer varligini

ispatlamaktadir.

120 A

100 A

60 -

%Bagil Aktivite

40 -

20 A

O T T T T
2 4 6 8 10 12 14

pH

Sekil 3. 12 Enzim aktivitesine pH etkisi (37°C).

Enzimin iki farkli optimum pH degeri oldugu i¢in enzim kararliligr bu iki farkli deger
icin g¢alisildi. Enzimin alkali kosullarda pH 10.0°da en kararli oldugu goriildi (Sekil
3.13). Asidik kosullarda ise enzimin pH 5.0’de en kararli oldugu goriildii (Sekil 3.14).
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Sekil 3. 13 Enzimin pH kararlilig1 (25 °C, pH 10.0, 3 saat, 0.148 mg/ml).
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Sekil 3. 14 Enzimin pH kararlihg: ( pH 5.0, 25 °C, 3 saat, 0.155 mg/ml).

3.9 Beta-amilazin Optimum Sicakhg: ve Termal Kararhhg:
Enzim iki farkli optimum pH degerine sahip oldugu i¢in, enzim aktivitesi {izerine

sicakligin etkisine bakilirken bu durum g6z 6niinde bulunduruldu.

pH 5.0 optimum degeri kullanilarak gergeklestirilen sicaklik taramasi sonucunu
gostermektedir (Sekil 3.15). Sonuglar grafige dokiildiiglinde optimum sicaklik 45 °C

olarak belirlendi.
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Sekil 3. 15 Sicakligin enzim aktivitesine etkisi ( pH 5.0, 0.160 mg//ml ).

Optimum pH 10.0° da sicaklik taramasi sonucunu gostermektedir (Sekil 3.16). Enzim

aktivitesine sicaklik etkisi farkli sicakliklarda ¢alisildi ve optimum sicaklik 37 °C olarak

belirlendi.
105 ~
100 4
os |
[a k]
.-3|='=
£ %0
=
i
m 85 4
[ ]
=
=0
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0 20 40 a0 20 100
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Sekil 3. 16 Sicakligin enzim aktivitesine etkisi (pH 10.0, 0,145 mg/ml).
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Sekil 3. 17 Termal kararlilik (pH 10.0, 37 °C, 0.107 mg/ml).

Enzim pH 10’da 23, 37, 45, 60, 75, 90 °C sicakliklarda 6ninkiibasyona birakildi, belirli
zaman araliklariyla aktivitesine bakildiginda enzimin termal kararliliginin 23 °C igin 87
saat, 37 °C i¢in 87, saat, 45°C igin 87 saat, 60 °C i¢in 87 saat, 75 °C i¢in 87 saat ve 90 °C
icin 87 saat siirdiigii goriildi (Sekil 3.17).

100

WKalan Altivite
i}

40

onaoon

8386y

o = 10 15 20 25 20

Faman (sa)

Sekil 3. 18 Termal kararlilik (pH 5.0,45 °C, 0.128 mg/ml).

Enzim pH 5.0°da 37, 45, 65, 75, 90 °C sicakliklarda Oninkiibasyona birakildi, belirli
zaman araliklartyla aktivitesine bakildiginda enzimin termal kararliliginin 37 °C i¢in 26
saat, 45°C i¢in 24 saat, 60 °C i¢in 22 saat, 75 °C igin 20saat ve 90 °C igin 18 saat
stirdligli goriildii (Sekil 3.18).
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3.10 Beta-amilazin Substrat Seciciligi
Optimum pH 5.0°de substrat segiciligi ¢alismalari sonucunda en uygun substratin
glikojen oldugu Sekil 3.19’dan anlasilmaktadir. Glikojenden sonra enzimin yiiksek

aktivite gosterdigi substratlar sirayla amilopektin, misir nisastasi, ¢Oziinlir nigasta ve

amiloz oldugu bulunmustur.

180 H

160 -

140 -

120 - -

100 - == -

%Bagil Aktivite

60

40

20 ~1

0 T T T T T
Cozunur Nigsasta Amiloz Misir NisastasiAmilopektin Glikojen

Substrat
Sekil 3. 19 Enzimin substrat segiciligi (pH 5.0, 45°C, 0.143 mg/ml).

Optimum pH 10.0°da substrat seciciligi ¢alismalari sonucunda en uygun substratin misir
nisastast oldugu Sekil 3.20’den anlasilmaktadir. Misir nigastasindan sonra enzimin
yiiksek aktivite gosterdigi substratlar sirasiyla glikojen, amilopektin, amiloz ve ¢dziiniir

nisastadir.
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Sekil 3. 20 Enzimin substrat segiciligi (pH 10.0, 37 °C, 0.160 mg/ml).

3.11 Beta-amilaz Aktivitesi Uzerine Iyonik Kuvvet EtkKisi
Enzim aktivitesi lizerine iyonik kuvvetin etkisi sodyum kloriir tuzu kullanilarak bakildi.

Asidik bolgede tuzun derisimi arttik¢a enzimin % bagil aktivitesinin diistiigii gortldii

(Sekil 3.21).

120 A~

100 «

[o0]
o
1

% Bagl Aktivite
8

20 T T T d
200 400 600 800

NaCl (mM)
Sekil 3. 21 Iyonik kuvvet etkisi (pH 5.0, 45°C, 0.114 mg/ml).

Enzim aktivitesi lizerine iyonik kuvvetin etkisi sodyum kloriir tuzu kullanilarak bakildu.

Alkali bolgede tuzun derigimi arttikga enzimin % bagil aktivitesinin diistigii gortildi

(Sekil 3.22) .
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Sekil 3. 22 Iyonik kuvvet etkisi (pH 10.0, 37°C, 0,138 mg/ml).
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3.12 Beta-amilaz Aktivitesine Metal Iyonu Etkisi

Cizelge 3. 2 Enzim aktivitesine metal iyon etkisi

Metal Iyonlar1 %Bagl Aktivite %Bagil Aktivite
(MM) (pH:5.0, 45 °C, 0.180 (pH:10.0, 37 °C, 0.165 mg/ml)
mg/ml)
Mg?*
1 70 90
5 68 60
10 65 30
Ccu®
1 60 100
5 60 30
10 60 30
Ca?
1 90 100
5 90 110
10 90 130
Zn?*
1 74 87
5 70 60
10 60 50
50 0 25
Fe3*
1 30 45
5 25 30
10 0 0
Hg?
1 50 80
5 30 25
10 20 25
Metal Iyonu yok | 100 100
iken

Enzim aktivitesine iki farkli optimum i¢in metal iyonu etkisinin sonuglarini

gostermektedir (Cizelge 3.2).
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Enzim aktivitesi 1 mM Fe®* konsantrasyonunda % Bagil Aktivite pH:5.0, 45 °C’ de 30,
pH:10.0, 37 °C’ de 45 olmaktadir. 10 mM konsantrasyonda % Bagil Aktivite pH:5.0, 45
°C’ de 0 ve pH:10.0, 37 °C’ de 0 oldugu goriildii.

1 mM Ca?* konsantrasyonunda % Bagil Aktivite pH:5.0, 45 °C’ de 74, pH:10.0, 37 °C’
de 100 olmaktadir. 10 mM konsantrasyonda % Bagil Aktivite pH:5.0, 45 °C’de 90 ve
pH:10.0, 37 °C” de 130 oldugu kaydedildi.

Zn?* 1 mM konsantrasyonunda % Bagil Aktivite pH:5.0, 45 °C” de 90, pH:10.0, 37 °C’
de 87 olmaktadir. 10 mM konsantrasyonda % Bagil Aktivite pH:5.0, 45 °C” de 60 ve
pH:10.0, 37 °C’ de 50 olmaktadir. 50 mM konsantrasyonda % Bagil Aktivite pH:5.0, 45
°C’ de 0 ve pH:10.0, 37 °C’ de 25 olmaktadir.

Hg?" 1 mM konsantrasyonunda % Bagil Aktivite pH:5.0, 45 °C’ de 50, pH:10.0, 37 °C’
de 80 olmaktadir. 10 mM konsantrasyonda % Bagil Aktivite pH:5.0, 45 °C” de 20 ve
pH:10.0, 37 °C” de 25 oldugu belirlendi.

Mg?* 1 mM konsantrasyonunda % Bagil Aktivite pH:5.0, 45 °C’ de 70, pH:10.0, 37 °C’
de 90 olmaktadir. 10 mM konsantrasyonda % Bagil Aktivite pH:5.0, 45 °C” de 65 ve
pH:10.0, 37 °C’ de 30 oldugu saptandi.

Cu?* 1 mM konsantrasyonunda % Bagil Aktivite pH:5.0, 45 °C” de 60, pH:10.0, 37 °C’
de 100 olmaktadir. 10 mM konsantrasyonda % Bagil Aktivite pH:5.0, 45 °C’ de 60
pH:10.0, 37 °C’ de 30 oldugu gortildii.
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3.13 Beta-amilaz Aktivitesine Cesitli Kimyasal Ajanlarin Etkisi

Cizelge 3. 3 Enzim aktivitesine kimyasal ajan etkisi

Kimyasal ajanlar %Bagil Aktivite %Bagil Aktivite
0,
(%o vIv) (pH:5.0, 45 °C, 0.124 (pH:10.0, 37 °C, 0.85
mg/ml) mg/ml)
-Merkaptoetanol
1 5 90
5 5 60
10 5 30
Tween-20
1 100 50
5 86 65
10 60 70
SDS
1 0 0
5 0 0
10 0 0
Triton X-100
1 75 100
5 130 80
10 110 75
EDTA
1 5 100
5 5 100
10 5 100
DMSO
1 100 145
5 90 136
10 86 122

Enzim B-Merkaptoetanol igeren asidik kosullarda ve tiim konsantrasyonlarda aktivite

gostermezken, alkali kosullarda Bagil Aktivite 90 olmaktadir.
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EDTA asidik kosullarda enzim aktivitesini inhibe ederken, alkali kosullarda inhibe

etmemektedir.

SDS'nin, enzim aktivitesini tiim kosullarda ve tiim konsantrasyonlarda inhibe ettigi
goriildii.

Enzim DMSO varliginda asidik kosullarda aktivite kaybina ugrarken, alkali kosullarda

aktivitesinin arttig1 gorildii.

Triton X-100 asidik ortamda aktiviteyi artirdigi, bazik ortamda ise azatlig1 goriildii.
Tween-20 asidik ortamda aktiviteyi gittik¢e azaltirken bazik ortamda artirdig1 gortildii.

3.14 Beta-amilazin Aktivite Kararhhgi

Kismen saflagtirilan f-amilaz enzimi +4 °C pH 10.0 ve pH 5.0 tamponlar igerisinde

bekletildiginde 6 giin 18 saat sonunda aktivitesini hala korudugu gozlendi(Sekil 3.23 ve

3.24).

120 A
100 -

80 -

60 -

%Bagil Aktivite

40 A

20 -

0 T T T T T T T T T 1
[0} 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Depo Suresi (saat)

Sekil 3. 23 Beta-amilaz enziminin aktivite kararliligi (+4 °C ), (pH 10.0, 37 °C, 0.102
mg/ml).
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Sekil 3. 24. Beta-amilazi enziminin aktivite kararlihgi (+4 °C), (pH 5.0, 45 °C, 0.111
mg/ml).

3.15 Beta-amilazin Km ve Vmax Degerlerinin Hesaplanmasi
Saflagtirilan B-amilazin kinetigi farkli derisimlerde nisasta kullanilarak pH 10.0 ve pH
5.0 igin ¢alisildi. Bu substratla yapilan calismalar sonucunda B-amilaz aktivitesinin
Michaelis-Menten kinetigine uydugu goriildi (Sekil 3.25 ve 27). Km ve Vmax Kinetik
sabitleri Lineweaver-Burk grafigi (Sekil 3.26 ve 28 ) gizilerek belirlendi. Vmax
degerleri pH 10.0 i¢in 104.31 U/mg ve pH 5.0 i¢in 51.12 U/mg olarak hesaplandi.
Michaelis-Menten sabiti (Km) ise pH 10.0 i¢in 0.45 ve pH 5.0 i¢in 0.49 olarak

hesaplandi.
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Sekil 3. 25 Beta-amilazin Michaelis-Menten grafigi (pH 10.0, 37°C, 0.143 mg/ml).
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Sekil 3. 26 Beta-amilazin Lineweaver-Burk grafigi (pH 10.0, 37°C, 0.143 mg/ml).
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Sekil 3. 27 Beta-amilazin Michaelis-Menten grafigi (pH 5.0, 45°C, 0.143 mg/ml).
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Sekil 3. 28 Beta-amilazin Lineweaver-Burk grafigi (pH 5.0, 45°C, 0.143 mg/ml).
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4. TARTISMA VE SONUCLAR

Bakteri 0rneginin nisastay1 pargalayan enzim trettigi Sekil 3.1 de gosterilmistir. % 10’
luk KI ile muamale edildiginde siyah bir arka plana karsilik beyaz seffaf bir zon
olustugu goriilmektedir. Bu seffaf halkanin bakterinin salgilamis oldugu eksraseliiler
enzim sonucu nisastanin sindirimi ile olmaktadir. Nisasta KI ile reaksiyon verdiginde
siyah veya koyu mavi renkli olmaktadir. Ortam eger nisastanin iiriinii varsa bu renk
siyah olmaktan ¢ikip acifa ¢ikan enzim {iriiniiniin ¢esidine gore daha agik renklerde
bulunur.

Enzim eldesi bakimindan bakteri 6érneginin zamana karst biiyiimesi takip edildiginde
(Sekil 3.2) yaklasik olarak 15 saat sonrasinda duragan faza gectigi goriilmektedir. flk 5
saat lag fazinda durup daha sonraki 8 saatlik boliimde logaritmik faz evresine gegerek
biiylime gergeklesmistir. Daha 6nceki yapilan ¢aligmalara bakildiginda L. fermentum
(04BBA19) tiiri tarafindan sentezlenen amilaz enziminin iiretim seviyesinin gozle
goriiliir hale gelmesi inkiibasyondan sonra 15 saat siirdiigii, maksimum diizeye ise
inkiibasyondan 40 saat sonra ulastigi [75] goriilmekte iken, L. fermentum 04BBA19
tiriinden elde edilen amilaz 30 saat sonrasinda maksimum seviyeye ulasmistir [76].

Yine bagka bir ¢alismada (LAB) bakterisinden amilaz tiretimi i¢in 9 saatin yeterli
oldugu rapor edilmistir [77]. Ve Nocardiopsis sp. tiirtinden elde edilen amilaz aktivitesi

maksimum seviyeye 72 saat sonra ulastigi gorilmiistiir [78]. Logaritmik faz enzim
tiretiminin maksimum oldugu bdlgedir. Duragan fazda enzim {iretimi sabit hale
geldiginden bu evrede enzim iiretimi durdurulmalidir.

Mikroskop altinda bakteri 6rnegi incelendiginde (Sekil 3.3) Gram pozitiftir. Daha
onceki yapilan ¢aligmalarda amilaz kaynagi olarak kullanilan Lactobacillus plantarum
ve L. fermentum, Bacillus subtilis tiirlerininden de benzer sonuglar elde edilmistir [79,
80, 81, 82]. Bakteri hiicre duvarinda kalin bir peptidoglikan tabakasinin olmasi bayama
sirasinda kullanilan alkole karsi bariyer olusturarak bagli boyayr sdkmesine sebep
olmustur bundan dolayr ikinci bir boya ile muamele edildiginde bu boyay1
alamamaktadir ve mor renkli olarak goriinmektedir. Sekil olarak bakteri Ornegi
incelendiginde ise iki tane halka yapisindan olustugu (Sekil 3.3) goriilmektedir ve bu
nedenle diplokok olarak tanimlanmistir. Yapt bakimindan bakteri 6rnegi daha dnceki

yapilan ¢alismalarda amilaz kaynagi olarak kullanilan Bacillus, Anoxybacillus
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beppuensis TSSC-tiirleri ile karsilastirildiginda benzerlik gosterdigi goriilmektedir [80,
83].

Bakteri 6rnegi fenotipik karakterizasyonuna bakildiginda %3 tuz konsatrasyonu igceren
besiyerlerinde c¢ogalmaktadir. Bunun {izerindeki tuz konsantrasyonlar1 igeren
besiyerlerinde ¢ogalmadigi goriilmiistiir. pH degerinin 5.5 ve 8.0 oldugu durumlarda
yavas cogalma gosterirken pH 6.3 ve 7.0 oldugu besiyerlerinde koloni olusturdugu
gosterilmistir (Cizelge 3.1). Sicaklik bakimindan 37 °C koloniler olusturdugu ve oda
sicakliginda ise kiiglik koloniler olusturdugu goriilmektedir. 60 °C ve lizeri sicakliklarda
bakteri &rnegi biiyiime gdzlenmemistir. Inkiibasyon siiresi uzatildigi halde yine
kolonilerin agiga ¢ikmadigi goriilmiistiir bu nedenle bakteri ©6rne8i termofilik
olmadigindan beklentilerle uyumlu sonu¢ vermektedir.

Bakteri 6rneginin tanimlanmasi igin total genomik DNA’ s1 izole edildi (Sekil 3.4).
Bakteri 6rneginin total genomik DNA’ s1 2 nolu kuyucukta goriilmektedir. Ethidium
bromiir ile UV 15181 altinda yansima yapan DNA gozle goriilebilmektedir. Kuyucugun
u¢ tarafinda bulunan bant ise protein kontaminasyonu olarak diisiiniilmektedir. Bir nolu
kuyucukta ise markir 6rnegi olup bantlar1 ayrismistir. Genomik DNA biiyiik oldugu i¢in
yeterince yol alamamustir.

Genomik DNA kullanilarak yapilan 16SrDNA gen bolgesi amplifikasyon iiriinleri
goriilmektedir (Sekil 3.5). Bir nolu kuyucukta marker Orne8i olup fragmentlerine
ayrilmis olarak goriilmektedir. Yaklasik olarak PCR fiirtinleri 1600 baz g¢iftine denk
gelmektedir. Dizi sonuglart Sekil 3.6 ve 3.7’ de verilmistir. Sekil 3.6’ da ileri ve Sekil
3.7° de geri yonlii PCR iriinlerinin dizi sonuglar1 goriilmektedir. Bu iki dizinin ortak
bolgeleri cakistirilarak NCBI niikleotit veri tabaninda karsilastirilmasi yapildiginda %
99 benzerlikle Lactobacillus fermentum oldugu saptanmistir. Litaratiir ¢alismalarina
bakildiginda Lactobacillus tiirlerinin amilaz irettigi nadirdir. Fakat baz1 Lactobacillus
tirlerin a-amilaz irettigini gosteren calismalar bulunmaktadir [84]. B-amilaz iireten
Bacillus subtilis tiirlerinin oldugu saptanmistir [85]. Elde edilen diziler NCBI veri
bankasinda kullanilarak dendogram sonucu elde edilmistir (Sekil 3.8).

Enzim molekiiler agirligina SDS-PAGE analizi ile bakildiginda yaklasik 20 kDa olarak
bulunmustur ( Sekil 3.9 A ve B). Litaratiir taramasinda [-amilaz enzimin digerlerinden
genel olarak cok diisiik oldugu goriilmektedir. Clostridium thermosulfurogenes SV2
bakteri tiirtinden elde edilen B-amilaz enzimin 210 kDa [86 ] ve Eleusine coracana
tohumundan elde edilen B-amilaz enziminin ise molekiiler agirligit 60 kDa molekiiler

agirhiga sahip oldugu bulunmustur [87]. Natif PAGE sonucunda goriildiigii gibi markir
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bantlar1 ile karsilastirildiginda 31 kDa’dan kiigiik oldugu anlasilmaktadir (Sekil 3.9 C).
Natif PAGE sonucunda Clostridium thermosulfurogenes SV2 bakteri tiirtinden 180 kDa
[86] ve Manihot esculenta tiiriinden elde edilen B-amilaz enzimin molekiiler agirlig
34.67 kDa olarak bulunmustur [88]. Yine Bacillus subtilis tiiriinden elde edilen B-amilaz
enzimin molekiiler agirhigr 42.20 kDa olarak bulunmustur [89]. 2D boyutlu jel
elektroforezi sonucuna bakildiginda ise -amilaz enziminin izomeri oldugu ok isaretleri
ile gosterilmistir (Sekil 3.9 D). izozim yapinin net bir sekilde gériilmesi i¢in biiyiitiilmiis
yapist gosterilmistir (Sekil 3.9 E). Daha onceki yapilan ¢alismalarda Eleusine coracana
tohumundan elde edilen B-amilaz enziminin izozim oldugu bulunmustur [87].
Zimogram c¢aligmalar1 sonucunu gostermektedir (Sekil 3.10). SDS-PAGE sonucunda
jelin iist kisminda bantlar goriilmektedir (Sekil 3.9 A). Bu bantlarin enzimin alt {initesi
olup olmadig1 zimogram ¢alismalar1 ile anlagilmaktadir. Sekil 3.9° da goriinen 18 ile 25
kDa arasina denk gelen kalin bandin ilgilendigimiz enzim olup olmadig1 Sekil 3.10 B ve
C’ ye bakildiginda anlagilmaktadir. Zimogram caligsmasi sonucunu igermektedir (Sekil
3.10 C). Substratli hazirlanan (natif) PAGE jelinde elde edilen veridir. Enzimin bu
bolgede katalitik aktivite gosterdigi yani substratini sindirdigi, agiga ¢ikan mat bir zon
ile goriilmektedir. Yine ilgilendigimiz enzimin dogrulugunu tesbit etmek icin (natif)
PAGE de elde edilen bant kesilerek substrat igeren besiyeri ilizerine konuldugunda
subsratini sindirdigi goriilmektedir(Sekil 3.10 B). Biitiin bu ¢alismalar negatif kontrol
esliginde gercgeklestirildigi i¢in enzim harici faktorlerin bizleri yaniltmasi engellenmistir
(Sekil 3.10 A)

Enzim iriiniine baktigimizda maltoz olarak belirlenmistir (Sekil 3.11). Pozitif kontrol
olarak ticari amilaz 6rnegi kullanilmistir. Ticari amilaz enzimi Ornegi i¢in son iriin
glikozdur. 1 nolu kuyucukta ve 3 nolu kuyucukta enzim substrat iiriinleri varken, 4 nolu
kuyucukta ise ticari amilaz enzimi iiriinleri bulunmaktadir. Bu veriler kendi arasinda
kiyaslandiginda bakteri amilaz enzimi iiriinii maltoz olarak goriilmektedir. Son {riiniin
maltoz olmas1 enzimin B-amilaz oldugunun gostergesidir. Yapilan baska bir calismada
Salimicrobium halophilum LY20 [90] bakterisinden ve Clostridium thermosulfurogenes
SV2 [86] bakterisinden elde edilen B-amilaz enzimlerinin temel son iiriiniin maltoz
oldugu bulunmakla birlikte eser miktarda glikoz ve uzun oligosakkaritlerinde agiga
cikti@1 saptanmistir. Son {iriiniin maltoz olmasi enzimin indirgeyici olmayan ugtan «-
1,4- baglarin1 kirdigin1 gostermektedir. Bu bilgi enzimin beta tipi olduguna isarettir.
Enzim karakterizasyonu agisindan pH taramasi yapildiginda optimum pH degeri 5.0 ve

10.0 olarak goriilmektedir (Sekil 3.12). Yani enzim asidik ortamda ve bazik ortamda
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etkin olarak calismaktadir. Yine pH 1.0 ile 3.0 araliginda ve Ph 6.0 ile 7.0 araliginda
enzimin ¢alismadig1 goriilmektedir ( Sekil 3.12 ). Onceki galigmalara bakildiginda yine
Eleusine coracana tohumundan elde edilen B-amilaz enziminin pH 5.0 degerinde
optimum aktivite gosterdigi tespit edilmistir [87] . Bakteriyal B-amilaz enzimleri ile
kiyaslandiginda Lactobacillus plantarum A6 ve Lactobacillu. plantarum MNC 21
tirlerinden elde edilen PB-amilaz enzimleri pH 4.8 degerinde optimum aktivite
gostermektedir [91]. L. fermentum 04BBA 19 tiiriinden elde edilen a-amilaz enzimin pH
5.0 ile 7.0 arasinda aktif oldugu bulunmustur [84]. Bacillus subtilis tiiriinden elde edilen
B-amilaz enziminin pH 5.0’ te optimum aktivite gosterdigi ancak pH 10.0° da da
aktivitesinin % 45 korudugu goriilmiistiir [89]. Yapilan baska bir ¢alismada a-amilaz
enzimin 2 farkl optimum c¢alistig1 pH bolgesi tespit edilmistir [92].

pH 10.0, 25 °C sicaklikta enzimin kararliligin1 goriilmekte (Sekil 3.13) iken pH 5.0, 25
°C sicaklikta enzimin kararliligini goriilmektedir (Sekil 3.14). Enzim 37 °C ve +4 °C, 3
saat sonunda 25 °C sonundaki gibi kararliligin1 koruyamamistir. Ayni sekilde diger pH
ortamlarina gore karsilastirildiginda B-amilaz enzimin pH 10.0 ve 12.0 aralifinda ve
pH 5.0’ te daha stabil oldugu belirlenmistir. Yine izozim enzimlerin bulundugu Eleusine
coracana tohumundan elde edilen B-amilaz enziminin pH 5.0 ve 6.0 degerlerinde 4 saat
30 C° sicaklikta stabil oldugu ancak ayni enzimin pH 8.0 igerisinde daha ¢ok stabil
oldugu teshis edilmistir [87]. Salimicrobium halophilum LY20 bakterisinden elde edilen
B-amilaz enzimin pH 6.0 ve pH 10.0 araliginda aktivitesini % 80 siirdiirmiistiir [90].
Bacillus subtilis bakterisinden elde edilen f-amilaz enzimin oda sicakliginda pH 4.0 ve
10.0 araliginda 6 saat boyunca aktivitesini siirdiirmekte oldugu belirlenmistir [89]. L.
fermentum 04BBAI19 tiiriinden elde edilen a-amilaz enzimin pH 4.0 ile 7.0 arasinda
stabil oldugu bulunmustur [84].

Optimum sicaklik ise pH 5.0 ortaminda ve pH 10.0 ortaminda sirasiyla 45 °C ve 37
°C olarak goriilmektedir (Sekil 3.15 ve Sekil 3.16). Normalde bakterinin yasadigi ortam
dikkate alindiginda ise bu degerler makuldiir. Ayn1 zamanda ¢ok yiiksek sicakliklarda
enzimin c¢alismiyor olmasi ve diisiik sicakliklarda g¢alistyor olmasi B-amilaz oldugunu
gostermektedir. Yapilan ¢alismalara bakildiginda Bacillus subtilis tiirtinden elde edilen
B-amilaz enzimin 70 °C sicaklikta ¢alistigi bulunmustur [88].

90 °C’ de enzim aktivitesini uzun bir siire korumaktadir (Sekil 3.17). Diger sicakliklar
icin de paralel sonuglar goriilmektedir. Bunlar arasindaki fark ise grafik egrilerinden
anlagilacagi gibi aktivitedeki diisiis egrileridir. Yani 90 °C’ de enzim hizli bir aktivite

kaybederken 23 °C’ de elde edilen egri daha farklidir. Bu sonuglara bakarak enzimin
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termal kararli oldugu sdylenebilir. pH 5.0 ortamina bakildiginda enzim aktivitesini uzun
bir siire korumaktadir ( Sekil 3.18). Fakat pH 10.0 ortaminda enzim daha fazla siire
kararliligim1  korumustur. Normalde [-amilaz enzimleri genellikle termal kararli
degillerdir. Ancak daha  Onceden yapilan caligmalara  bakildiginda
mikroorganizmalardan elde edilen bazi B-amilaz enzimlerinin termal kararli oldugu
bulunmustur [85, 86, 88, 93]. Lactobacillus fermentum tiirlerinden termal kararli o-
amilaz enzimlerinin oldugu daha dnceden saptanmistir [84]. Ayni tiirden termal kararh
B-amilaz enzimin oldugu yapilan arastirmalarda rastlanmamistir. Bu nedenle daha ¢ok
termal kararl1 enzimlerin Bacillus tiirlerinden izole edilmesine karsilik Lactobacillus
tiriinden elde edilmesi yarigmali bir enzim olarak endiistride adaydir. Cilinkii kaynak
bakterinin patojen olmamasi nedeniyle diger tiirlere gore yer degistirebilecegini
ummaktayim.

pH 5.0’ de substrat segiciligi ¢aligmalart sonucunda en uygun substratin glikojen oldugu
anlagilmaktadir (Sekil 3.19). Glikojenden sonra enzimin yiiksek aktivite gosterdigi
substratlarin sirayla amilopektin, misir nisastasi, ¢0zilinlir nisasta ve amiloz oldugu
bulunmustur. pH 10.0° da gergeklestirilen substrat seciciligi ¢alismalarina bakildiginda
maksimum aktivitenin elde edildigi substrat misir nisastasidir (Sekil 3.20). Misir
nisastasini takiben glikojen, amilopektin, amiloz, nisasta olarak goriilmektedir. G.
Klattianus tiiriiniin kabuklarindan elde edilen B-amilaz enzimin pH 5.5’ te aktif oldugu
durumda substrat olarak misir nisastasini tiikettigi [94], Aspergillus carbonarius
(Bainier) Thom IMI 366159 tiiriinden elde edilen amilaz enzimin amilopektini pH 6.0
ile 7.0 arasinda en iyi kullandig1 belirlenmistir [95]. Yine Bacillus subtilis tiirlerinden
elde edilen B-amilaz enziminin pH 10.0° da misir nisastasini en iyi tiikettigi rapor
edilmistir [93].

NaClI konsantrasyonu arttikca pH 5.0 ortaminda enzim aktivitesi diigmektedir ( Sekil
3.21 ). Yine pH 10.0’ da yiiksek tuz konsantrasyonu enzim aktivitesini azaltmaktadir
(Sekil 3.22 ). 0.5 M NaCIl tuz konsantrasyonunda enzim aktivitesi %30 kadar
kaybetmektedir. 1.5 M NaClI tuz konsantrasyonunda yaklasik % 30 seviyelerine kadar
aktivite diistigi gortilmistiir. Amphibacillus sp. NM-Ra2 tiiriinden elde edilen amilaz
enzimin 1.9 M NaCl tuz konsantrasyonunda en iyi aktiviteyi elde ettikleri, 4.3 M NaCl
tuz konsantrasyonuna kadar aktivite gosterdigi saptanmistir [96]. Bacillus subtilis
tiriinden elde edilen B-amilaz enzimi 10 mM NaCl tuz konsantrasyonunda aktiviteyi

engelledigi kaydedilmistir [89].
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Enzim aktivitesine iki farkli optimum pH degerleri i¢in metal iyonu etkisinin sonuglari
goriilmektedir(Cizelge 3.2). Enzim aktivitesi, ] mM Fe®" konsantrasyonunda % Bagil
Aktivite pH:5.0, 45 °C’ de 30, pH:10.0, 37 °C’ de 45 olmaktadir. 10 mM
konsantrasyonda % Bagil Aktivite pH:5.0, 45 °C’ de 0 ve pH:10.0, 37 °C’ de 0
olmaktadir. Tiim metal iyonlarina kiyasla inhibitor etkisi gostermektedir. Bagska
calismalarda Bacillus tiirlerinden elde edilen amilaz enzimlerine inhibitor etki
gostermekte iken [89, 93] Amphibacillus sp. NM-Ra2 tiiriinden elde edilen amilaz
enzimi tizerine hi¢bir etki yapmadigi kaydedilmistir [96].

Ca?* 1 mM konsantrasyonunda % Bagil Aktivite pH 5.0, 45 °C’ de 74, pH 10.0, 37 °C’
de 100 olmaktadir. 10 mM konsantrasyonda % Bagil Aktivite pH 5.0, 45 °C’ de 90 ve
pH 10.0, 37 °C’ de 130 oldugu goriilmektedir. pH 5.0 ortaminda Ca?* enzim aktivitesini
diisiiriirken pH 10.0 Ortaminda enzim aktivitesi artmakta olup, Ca?" aktivator etkisi
gostermektedir. Genel anlamda Ca?" aktivator etki yaparken [84,89, 93, 94,], Aspergillus
carbonarius (Bainier) Thom IMI 366159 tiiriinden elde edilen amilaz enzimi tizerinde
inhibitor etki yaptig1 rapor edilmistir [95].

Zn?* 1 mM konsantrasyonunda % Bagil Aktivite pH 5.0, 45 °C” de 90, pH 10.0, 37 °C’
de 87 olmaktadir. 10 mM konsantrasyonda % Bagil Aktivite pH 5.0, 45 °C* de 60 ve
pH 10.0, 37 °C’ de 50 olmaktadir. 50 mM konsantrasyonda % Bagil Aktivite pH 5.0, 45
°C’ de 0 ve pH 10.0, 37 °C’ de 25 olmaktadir. 50 mM konsantrasyona sahip iken %
Bagil Aktivite pH 5.0, 45 °C” de 0 ve pH 10.0, 37 °C’ de 25 olmaktadir. Bu sonuglardan
Zn?* metal iyonunun inhibitdr oldugu anlasilmaktadir. Bacilli izolatlarindan elde edilen
a-amilaz enzimi lizerine aktivator etki yaptig1 kaydedilmistir [93].

Hg?" 1 mM konsantrasyonunda % Bagil Aktivite pH 5.0, 45 °C” de 50, pH 10.0, 37 °C’
de 80 olmaktadir. 10 mM konsantrasyonda % Bagil Aktivite pH 5.0, 45 °C’ de 20 ve pH
10.0, 37 °C’ de 25 oldugu goriilmektedir. Civa agir metaler arasinda olup Aspergillus
carbonarius (Bainier) Thom IMI 366159 tiiriinden ve Bacillus izolatlarindan elde edilen
amilaz enzimi {lzerine inhibitdr etki gostererek yapilan c¢aligmalar ile paralellik
gostermektedir [93, 95]

Mg?* 1 mM konsantrasyonunda % Bagil Aktivite pH 5.0, 45 °C” de 70, pH 10.0, 37
°C’de 90 olmaktadir. 10 mM konsantrasyonda % Bagil Aktivite pH 5.0, 45 °C’ de 65 ve
pH 10.0, 37 °C’de 30 oldugu saptandi. Bu sonuglardan Mg?* inhibitor etki gosterdigi
anlasilmaktadir. Mg?* metal iyonunun Amphibacillus sp. NM-Raz2 tiiriinden elde edilen
amilaz enzimi tzerine hicbir etki yapmadigi kaydedilmistir [96]. Bacillus subtilis

tiiriinden elde edilen B-amilaz enziminin aktivitesini artirdig1 goriilmiistiir [89].
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Cu?* 1 mM konsantrasyonunda % Bagil Aktivite pH 5.0, 45 °C’ de 60, pH 10.0, 37
°C’de 100 olmaktadir. 10 mM konsantrasyonda % Bagil Aktivite pH 5.0, 45 °C’ de 60
pH 10.0, 37 °C’ de 30 oldugu goriildii. pH 10.0 ortaminda konsantrasyona bagli olarak
Cu?* metal iyonlar1 enzimi inhibe ettigi goriilmektedir. pH 5.0 ortaminda ise yine
enzimi inhibe ettigi fakat ilgili konsantrasyon artis1 aktiviteyi bir dnceki konsantrasyon
sonucuna gore degistirmedigi saptanmustir. Cu®" metal iyonlar1 enzimi inhibe ettigi
yapilan ¢alismalar ile tutarlhilik gostermektedir [84, 89, 93, 96].

Enzim aktivitesine iki farkli optimum pH degerleri i¢in kimyasal ajanlarin etkisinin
sonuclar1 goriilmektedir(Cizelge 3.3).

Enzim B-Merkaptoetanol igeren asidik kosullarda ve tiim konsantrasyonlarda aktivite
gostermezken, alkali kosullarda bagil aktivite 90 olmaktadir.

EDTA asidik kosullarda enzim aktivitesini inhibe ederken, alkali kosullarda inhibe
etmedigi goriilmektedir. Bir ¢ok c¢alismada EDTA molekiiliiniin inhibitér oldugu
kaydedilmistir [84, 89, 95, 96].

SDS'nin, enzim aktivitesini tiim kosullarda ve tiim konsantrasyonlarda inhibe ettigi
ancak yapilan bir ¢aligmada Bacilli izolatlarindan izole edilen a-amilaz enzimi {izerine
aktivator etki sagladigi rapor edilmistir [93].

Enzim DMSO varliginda asidik kosullarda aktivite kaybina ugrarken, alkali kosullarda
aktivitesinin arttirmaktadir (Cizelge 3. 4).

Triton X-100 asidik ortamda aktiviteyi artirdigi, bazik ortamda ise azathigi
goriilmektedir (Cizelge 3. 5).

Tween-20 asidik ortamda aktiviteyi artan konsantrasyona bagl olarak azaltirken, bazik
ortamda ise artan konsantrasyona bagli olarak artirdigi goriilmektedir (Cizelge 3. 6).
B-amilaz enziminin pH 5.0 ve 10.0’ da +4 °C bekletildikten sonra aktivite kararliligi
goriilmektedir (Sekil 3.23 ve Sekil 3.24). Enzim 1 hafta siiresince kararligini korumaya
devam etmektedir. Aktivite kararliligi acgisindan 40 giin aktivitesini devam ettiren
Bacillus izolatlarindan elde edilen amilaz enziminin varligi rapor edilmistir [93].
B-amilaz enziminin pH 10.0 ve pH 5.0 ortaminda yapilan kinetik ¢aligmalar sonucunda
sirastyla Michaelis-Menten grafigine bakildiginda (Sekil 3.25 ve Sekil 3.27) reaksiyon
ortaminda % 0.5 (% 2) nisasta varhiginda enzim doygunluga ulastig1 goriilmektedir.
Hordeum wvulgare L. bitki tiirinden elde edilen amilaz enzimlerinin kinetik
parametrelerinin karsilagtirma ¢alismasinda ¢oziiniir nisasta substratina karsilik Vmax.
hizlarinin 642 (U/mg) ve 648 (U/mg) oldugu rapor edilmistir. Ayni enzimlerin patates
nisastasina karsilik Km degerleri 20 (uM) olarak bulunmustur [97]. Bacillus
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izolatlarindan elde edilen amilaz enziminin Km ve Vmax. degerleri sirasiyla 1.2 g/L ve
5.2 g/L.dk olarak bulunmustur [93].

B-amilaz enzimin Lineweaver-Burk grafigine bakildiginda (Sekil 3.26 ve Sekil 3.28) X
aksisini kesen nokta 1/Km degerini, Y eksenini kestigi nokta 1/ Vmak. degerini

vermektedir.
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