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Doktora Tezi
OZET

TERMOFILIK Geobacillus sp. TF14’TEN ENDUSTRIYEL ONEME SAHIP a-AMILAZIN
SAFLASTIRILMASI, IMMOBILIZASYONU VE KARAKTERIZASYONU

Saban KESKIN

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali
Danisman: Dog. Dr. Nagihan SAGLAM ERTUNGA
2015, 76 Sayfa

Bu ¢alismada endiistriyel 6nemi olan a-amilaz enzimi yeni tanimlanmis bir termofilik bakteri tiirii
olan Geobacillus sp. TF14 susundan amonyum siilfat ¢oktiirmesi, iyon degisim kromatografisi ve
hidrofobik etkilesim kromatografisi teknikleri ile 17,11 kat saflagtirildi. Saflagtirilan enzim SDS-
PAGE ile analiz edildiginde 54 kDa molekiil agirhigma sahip tek bir protein bandi tespit edildi.
Dogal elektroforez sonucu yapilan aktivite boyamasinda tek aktivite bandi belirlendi. Saflastirilan
enzim nigasta substrat1 varliginda 55 °C’de pH 5,00 ve pH 9,00 olan iki pH optimumuna sahip
oldugu ve bu pH’larda 48 saat inkiibasyon sonucu enzimin aktivitesini sirasiyla %64 ve %44
oraninda korudugu belirlendi. pH 9,00 da enzimin en yiiksek aktiviteye 75 °C’de sahip oldugu ve
bu sicaklikta 72 saat inkiibsyon sonunda aktivitesini tamamen korudugu belirlendi. C6ziiniir nisasta
substrat1 i¢in enzimin kinetik parametreleri olan Vs Ve Kp, degerlerinin sirasiyla 5000 U/mg ve

2+

%0,35 oldugu hesaplandi. Ca®* enzim aktivitesini %70 oraninda artirirken, Mn®* ve Cu®*’nin enzim
aktivitesini tamamen inhibe ettigi, EDTA’nin ise zayif bir inhibisyona neden oldugu tespit edildi.
SDS, Triton X100, Triton X114 ve Tween 20 deterjanlarinin %1 (a/v)’lik ¢ozeltilerinde enzimin
strasiyla %55, %52, %45 ve %48 oranlarinda kalan aktiviteye sahip oldugu belirlendi. Saflastirilan
enzim Dowex 1*8 CI iyon degistirici kat1 destege %21 ve kitin ylizeyine %45 verimle immobilize
edildi. Dowex’e ve kitine immobilize enzimin sirastyla pH 4,00, pH 10,00 ve pH 5,00, pH 9,00
olan iki pH optimumuna sahip oldugu belirlendi. Dowex’e ve kitine immobilize enzimin en yiiksek
aktiviteye 95 °C’de sahip oldugu ve bu sicaklikta Dowex’e immobilize enzimin 72 saat sonunda
%80 oraninda, kitine immobilize enzimin ise %70 oraninda aktivitesini korudugu belirlendi.
Dowex’e ve kitine immobilize enzim igin Vs Ve K, degerleri sirasiyla 3333,33 U/mg, % 0,067 ve
2500 U/mg, % 0,5 olarak hesaplandi. Mn®* ve Cu?* her iki kat: destege immobilize edilen enzimi
tamamen inhibe ederken, Hg** varhgmnda ise aktivitenin korundugu belirlendi. Dowex’e

immobilize enzimin deterjanlar varliginda aktivitesini biiyiik oranda korudugu da belirlendi.

Anahtar Kelimeler: a-amilaz, saflagtirma, immobilizasyon, Dowex, kitin, Geobacillus
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pHd Thesis
SUMMARY

PURIFICATION, IMMOBILISATION AND CHARACTERIZATION OF INDUTRIALLY
IMPORTANT a-AMYLASE FROM A THERMOPHILIC BACTERIA Geobacillus sp. TF14

Saban KESKIN

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Chemistry Graduate Program
Supervisor: Dog. Dr. Nagihan SAGLAM ERTUNGA
2015, 76 Pages

In this study, a-amylase, an industrial enzyme, was purified by amonnium sulphate presipitation,
ion exchange chromatography and hydrophobic interaction chromatography from newly isolated
Geobacillus sp. TF14 strain. The overall purification of 17,11 fold was achieved. Molecular weight
of purified enzyme was estimated as 54 kDa by SDS-PAGE. Purified enzyme showed one activity
bond on native PAGE. Purified enzyme showed two pH optimum of pH 5.00 and pH 9.00. After
incubation at these pH over a period of 48 h, 64% and 48% remaining activity was observed.
Purified enzyme showed maximal activity at 75 °C and stablity in this temperature over a period of
72 h. Kinetic constant of purified enzyme were calculated from the lineavawer-Burk plots as 5000
U/mg for V.« and 0.35 % for K. It was observed that Ca?* activated the enzyme at about 70%,
Mn?" and Cu®" complately inhibited the enzyme activity at 5 mM final consantration and EDTA
had little inhibiton of 10%. In the precense of SDS, Triton X100, Triton X114 and Tween 20 at a
final consantration of %1(w/v), 55%, 52%, 45% and 48% remaining activity was assayed
respectivly. Purified enzyme was immobilized on the surface of Dowex 1*8 CI" form and chitin and
the overall immobilization yield of 21% and 45% was achieved respectively. While Dowex
immobilized enzyme showed pH optimum of pH 4.00 and pH 10.00, where as no change of pH
optima was detected for the immobilized enzyme on chitin. Both of the immobilised enzyme had
temperature optimum of 95 °C and stable at this temperature over a period of 72 h incubation.
Vmax and K, values of immobilised enzyme was calculated as 3333,33 U/mg, % 0,067 for Dowex
and 2500 U/mg, % 0,5 for chitin respectively. Mn?* and Cu®* complately inhibited both of the
immobilized enzymes on the other hand in the precense of Hg?* enzyme activity was conserved. It
was observed that Dowex immobilized enzyme maintained most of its initial activity in the

precense of SDS, Triton X100, Triton X114 and Tween 20 at a consantration of 1%.

Key Words: a-amylase, purification, immobilization, Dowex, chitin, Geobacillus
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Biyokimya tarihinde arastirmalarin biiylik ¢ogunlugunu enzimler {izerindeki
calismalar olusturmustur. Kataliz olayi ile ilgili ilk 6nemli denemeler 1760—1825 yillari
arasinda midedeki enzimatik sindirim tizerinde yapilmistir. Belirli bir enzim iizerindeki ilk
calismay1 1835 yilinda Isvegli bir kimyager olan S.S. Berzelius gerceklestirmis, diastazin
nisastay1 in vivo olarak siilflirik asitten daha yiiksek verimle hidrolizledigini gdstermistir.
1860 yilinda L. Pasteur fermantasyon olaymin enzimlerce yiiriitiildiigiinii deneylerle ispat
etmis, bu yiizden enzimler i¢in ferment terimi kullanilmaya baslanmistir. Fakat, Pasteur
enzimlerin yalniz canli hiicre yapisi i¢inde gorev yapabildiklerini zannetmistir. Enzimoloji
alaninda siiphesiz en 6nemli gelisme, 1926 yilinda, J.B Sumner’in {ireaz enzimini Jack
bean (Canavalia ensiformis) bitkisinden elde edip, kristallendirdikten sonra protein
yapisinda bir bilesik oldugunu ortaya koymasidir. Onceleri siiphe ile karsilanan bu sonug,
1930-1936 yillar1 arasinda J. Northrop’un pepsin, tripsin ve kimotripsin enzimlerini
kristallendirmesi ve protein yapisinda olduklarin1 kesin olarak ortaya koymasiyla
dogrulanmistir [1].

Enzim endiistrisi, modern biyoteknolojik araclarin da kullanimi ile birgok iiretim
isleminin gelistirilmesine 6nemli derecede katki saglamaktadir. Daha az miktarda enerji, su
ve hammadde tiiketimi ile daha az atik ve g¢evresel kirlilik bu teknolojinin hedeflenen
yararlar1 arasindadir. Enzim teknolojilerinin giderek gelismesi, {riinlerin kullanim
alanlarinin ¢esitliligi ve ekonomik degerinin ¢ok yiiksek olmasi nedeniyle, endiistriyel
enzimler ile ilgili yapilan arastirmalar daha da 6nem kazanmaktadir. Enzimler kimyasal
reaksiyonlar1 oldukga yiiksek bir segicilikle katalizlerler ve yiiksek verimlilikle iirtin elde
edilmesini saglarlar. Bu kimyasal reaksiyonlar, biitlin canlilarin temel metabolik
reaksiyonlaridir. Enzimler endiistriye, daha hizli, daha etkili ve daha ekonomik

biyokatalitik doniistiiriiciiler saglarlar [2].



1.2. Enzimler

Enzimler, canli organizmalardaki kimyasal reaksiyonlar1 hizlandiran ve higbir yan
iriin olmasina firsat vermeden %100°liik bir iiriin verimi saglayan biyolojik katalizorlerdir.
Katalitik RNA molekiillerinin (ribozimler) kii¢lik bir grubu hari¢ olmak iizere biitlin
enzimler protein yapisindadir. Proteinlerin en biiylik ve en ¢ok 6zellesmis grubunu teskil
ederler. Diger proteinler gibi bazi enzimler de basit ve bilesik olarak siniflandirilabilirler.
Bazi enzimler katalizlenme fonksiyonlarini yalniz protein yapilariyla yerine getirebilirken,
bazilar1 da protein yapisinda olmayan kofaktor denilen gruplara ihtiya¢ duyarlar. Kofaktor
bir metal iyonu olabilecegi gibi, koenzim denilen kompleks bir organik bilesik de olabilir.

Enzimlerin bir¢ok uygulamadaki rolii olduk¢a uzun siireden beri bilinmektedir.
Ortaya c¢ikislari, mikroorganizmalardaki enzimlerin ekmek ve peynir yapimi gibi
islemlerde kullanilmasiyla yakindan iligkilidir. Isil kararli enzimler simdiye kadar baglica
termofilik organizmalardan izole edilmistir ve kendilerine has iistiin kararliliklarindan

dolayi birgok ticari uygulamada kullanilmislardir [3].

1.3. Endiistriyel Enzimler

Enzimler canli hiicrelerde biyokimyasal reaksiyonlar1 katalizlemeleri ig¢in
uretilmelerine ragmen hiicre disinda da kataliz fonksiyonlarini yerine getirebilirler. Cok
spesifik bir sekilde reaksiyonlari katalizlemeleri onlari endiistriyel prosesler i¢in kullanish
kilmaktadir [4]. Enzimler ¢ok eski zamanlardan beri peynir iiretiminde maya ve bakteri
kiiltiirleri vasitastyla kullanilmaktadir. izole enzimler ilk olarak 1914 yilinda kullanilmaya
baslandi, 1926°da protein yapisinda olduklar1 kanitlandi ve 1960°tan sonra ise ticari 6lgekte
mikrobiyal kaynaklardan enzimler iiretilmeye baslandi. Giiniimiizde ticari enzim piyasasi
stirekli biiyimekte ve gelismektedir. Biyoteknolojik metotlarla enzimlerin katalitik
etkinliginin artirilmasi, kararliliklarinin artirilmas1 ve gelismis iiretim teknolojilerinin
kullanilmast bu piyasanin gelismesine katki saglamaktadir. Giinlimiiz ticari enzim
piyasasinda lretilen enzimlerin % 17’°si deterjan katkisi, % 17°si gida {iretimi ve yem
katkis1 olarak, % 17’si deri ve kagit endiistrisinde, % 8’1 tekstil endiistrisinde ve % 41’1
ila¢ sanayisinde kullanilmaktadir [5]. Giinlimiizde 3000 civarinda tanimlanmis enzim
olmasina ragmen bunlarin sadece 150-170 civarinda bir kismi ticari olarak diiretilip

kullanilmaktadir. Giiniimiizde kimyasal tirlinlerin sadece % 5’lik bir kismi biyoteknolojik



metodlarla iiretilmektedir. Enzimatik proseslerin, geleneksel kimyasal ve fizikokimyasal
proseslerden ekonomik ve ekolojik yonden ¢ok daha karli oldugu tartisma gotiirmez bir
gercektir. Endiistride geleneksel olarak kullanilan bir ¢ok kimyasal sentez prosesleri,
yiiksek enerjiye, yiiksek basinca ve liretim tanklarii sogutmak i¢in asir1 miktarda sogutma
suyuna ihtiyag duymaktadir. Yiiksek sicaklik, yiiksek basing, yiiksek asitlik veya yiiksek
alkalilik gibi bir ¢ok tehlikeli kosullara sahip geleneksel tiretim prosesleri bu sartlara
dayanikli 6zel ekipmanlara ve kontrol sistemlerine ihtiya¢ duymaktadir. Bu proseslerde
yiiksek miktarda kullanilan kimyasallar, reaksiyonlarda olusan zararli yan {iriinlerin gevre
tizerine ¢ok ciddi etkileri olduguda bilinmektedir. Geleneksel iiretim metodlarinin bu gibi
bir ¢ok zararli etkileri endiistride enzimlerin kullanimi ile azaltilabilir [6].

Endiistride enzimlerin kullanimi, yiiksek verimlilikle {iriin eldesi, geleneksel
metodlara gore ¢cok daha iliman kosullarda reaksiyon sartlari, yan iirlin olusmamasi, diisiik
enerji maliyetli liretim prosesleri gibi bircok avantaj sunmaktadir. Ayrica enzimatik
reaksiyonlarin, reaksiyon ortamindaki enzim miktari, sicaklik ve zaman gibi basit
parametrelerin degistirilmesi ile kontrol edilebilir olmasi1 endiistride enzim kullaniminin bir
diger avantajidir. Tablo 1’de bazi enzimler ve onlarin endiistriyel uygulama alanlari

verilmistir [5].

Tablo 1. Bazi enzimlerin endiistriyel uygulama alanlari

Proteinaz Protein artiklarinin gideriminde
Lipaz Yaglarin hidrolizinde
Deterjan endiistrisi -
Amilaz Nisasta kalintilarinin gideriminde
Seliilaz Asir1 yikamadan 6tiirii olugan tiiylerin giderimi
Amilazlar

. . . Nisastadan seker suruplari iiretiminde
Nisasta Endiistrisi | Amiloglukozidazlar, Glukoamilazlar ; peker stTtp

Glukoz izomeraz Yiiksek fruktozlu surup tiretiminde
Tekstil Endiistrisi Amilazlar Dokuma kumaglardan nigastanin
uzaklastirilmast
a-Amilaz Ekmek yapiminda
B-Ksilanaz Hamurun kabarmast ve ekmegin kalitesini
Firincilik Endiistrisi artirma
. Undaki protein miktarmi azaltmak amaciyla
Proteinaz e
biskiivilik un yapiminda
B-ksilanaz Kagit hamurunun agartilmasinda

Kagit Endiistrisi

Lipaz Kagidin rulo yapilma prosesinde




Enzimler, {retim siireglerinde, depolama ve endiistriyel proseslerde bir¢ok
denatiirasyon reaksiyonlarina maruz kalirlar. Denatlirasyon enzimin tersiyer yapisinin
bozularak, tersiyer yapida enzimin aktif merkezini olusturan veya katalitik fonksiyonu igin
gerekli olan amino asit etkilesimlerinin ortadan kalkmasidir. Endiistride enzimlerin
kullaniminin, enzimlerin spesifiklikleri (molekiiler veya kiral), rakipsiz Katalitik
etkinlikleri, yiiksek turnover sayilar1 ve biyobozunur olmalari gibi bir¢ok avantaji vardir.
Ancak, enzimlerin endiistrideki uygulamalari, tiretimlerinin ve saflastirilmalarinin yiiksek
maliyetli olmasindan dolay1 oldukga sinirlidir [5].

Endiistride enzimlerin kullaniminda karsilasilan bir diger problem kararliliktir ¢linkii
endistriyel prosesler enzimlerin aktif ve kararli oldugu dogal ortamlarindan oldukga
farklhidir. Bir¢ok durumda enzimler substrat veya firiiniin yiiksek konsantrasyonundan
dolay1 inhibe olur veya enzimin siirekli proseslerde uzun siire ve tekrar tekrar kullanimi
aktivitelerini kaybetmelerine sebep olur [6]. Termofilik mikroorganizmalar, 45 °C ve daha
yiikksek sicakliklarda yasamlarint devam ettirecek sekilde adapte olmus canlilardir.
Termofilik mikroorganizmalar, yliksek sicakliklarda aktif ve 1s1l kararli enzimler igin iyi
bir kaynaktirlar. Bu tiir organizmalardan elde edilen enzimler, yiiksek sicakliklarda aktif
olma, 1s1l kararlilik, ekstrem pH’larda aktif olma, deterjanlar, organik c¢oziiciiler gibi
kimyasal denatiire edici ajanlara direnclilik gibi kendilerine has emsalsiz 06zellikler
sergilerler [7]. Nisasta veya nisasta kullanilan endiistrilerde hidrolitik enzimler arasinda en
Oonemlisi a-amilazlardir. a-Amilazlar, nigasta hidrolizi, kagit endiistrisi, tekstil enddistrisi,
deterjan sanayi, firmcilik gibi bir ¢ok endiistriyel uygulama alani olan enzimlerdir. Her bir
endiistriyel uygulama farkli fiziksel ve kimyasal sartlar altinda gerceklesmektedir.
Dolayisiyla tek kaynaktan elde edilen a-amilaz enzimi her bir endiistriyel uygulama igin
gerekli sartlar1 tagryamaz [8].

Ticari enzim piyasasinin 2010 yilinda diinya dlgeginde 2 milyar $ oldugu ve yillik
ortalama % 3,3 biiylime gosterecegi tahmin edilmektedir. a-Amilaz, birgok endiistriyel
proseste uygulama alanina sahip oldugundan ticari enzim piyasasinin % 25’lik payma
sahiptir. Amilazlar nisasta molekiillerini hidroliz ederek dekstrinler ve derece derece daha
disiik glukoz polimerleri aciga c¢ikaran enzimlerdir. Bu enzimler gilinlimiiz
biyoteknolojisinde, farkli endiistriyel uygulama alanlarina sahip olduklarindan oldukga
Oonemli bir yere sahiptirler. Gida, fermantasyon, tekstil, kagit endiistrisi amilazlarin

uygulama alanlarindan bir kagidir [6].



1.4. Enzim Kayna@ Olarak Bakteriler

Endiistriyel kullanimi olan bir¢ok enzim mikrobiyal kaynaklardan elde edilmektedir.
Bu enzimlerin ¢ogu “genellikle giivenli” olarak simniflandirilan smirli  sayidaki
mikroorganizma tarafindan sentezlenirler. Bu mikroorganizmalar, Bacillus subtilis,
Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus lisheniformis gibi bakterileri igermektedir.
“Genellikle gilivenli” olarak simiflandirilan mantarlar ise Aspergillus, Penicillium, Mucor
ve Rhizopus tiirlerinin iiyelerini igermektedir. Bu mikroorganizmalar, patojen ve toksik
olmayan ve genellikle antibiyotik liretmeyen canlilardir. Mikroorganizmalar, kisa siirede
oldukca fazla miktarlarda {iretilebildikleri i¢in enzim kaynagi acisindan oldukca ilgi
¢ekicidirler. Bu durum onlar1 istenilen enzimi bol miktarda ve siirekli olarak iiretebilen
kaynak yapmaktadir. Mikrobiyal enzimler, genellikle bitkisel ve hayvansal kaynaklardan
elde edilenlere oranla daha kararlidirlar. Kendilerine has iistiin kararliliklarindan ve yiiksek
katalitik aktivitelerinden dolay:r termofilik mikroorganizmalarin irettikleri enzimler

lizerine aragtirmalar yogunlagsmaktadir [9].

1.5. Termofilik Mikroorganizmalar

Diinya tizerinde yasayan canlilara bakildiginda bunlarin bakteriler, arkebakteriler ve
Okaryotlar olmak iizere {i¢ grupta smiflandigni goriilmektedir [9]. Bakteriler,
biiyliyebildikleri sicaklik araliklarina gore sakrofiller, mezofiller ve termofiller olmak
izere li¢ gruba ayrilirlar. Sakrofiller, -10 °C’ye kadar olan sicakliklarda biiyiiyebilirler
fakat optimum biiyiime sicakliklar1 15 °C civarindadir. 20-45 °C arasinda biiyiiyebilme
yetenegine sahip mezofiller insan saglhigi agisindan patojen olan bakterileri de ihtiva
ederler. Termofiller ise genel olarak 45 °C’nin iizerindeki sicakliklarda yasayabilen
canlilardir [10]. Termofil organizmalar, termotolerant veya termofil, hipertermofil ve
ekstrem termofil olmak f{izere ii¢ grup icerisinde smiflandiriimaktadirlar [11].
Hipertermofiller 80-110 °C arasinda yasayabilen canlilardir. Kara ve denizdeki sicak
ortamlardan izole edilen bu organizmalardan elde edilen enzimler (hipertermofilik
enzimler) yiiksek 1s1l kararliliga sahiptirler ve 70 °C’nin iizerinde optimal aktivite
gosterirler. Bu enzimlerden bazilart 110 °C’nin  tiizerinde de aktivitelerini
koruyabilmektedirler [12]. Termofilik organizmalarin en iyi biyiidiigii sicaklik araligi ise

50 °C ile 80 °C arasindadir. Bu organizmalardan elde edilen enzimler (termofilik enzimler)



hipertermofilik ve mezofilik enzimlerin arasinda bir 1s1l kararlilik 6zelligi gosterirler ve
genellikle 60 °C ve 80 °C arasinda optimum aktiviteye sahiptirler. Termofilik ve
hipertermofilik enzimler yiiksek sicakliklarda aktif olduklarindan dolay1r genellikle 40
°C’nin altindaki sicakliklarda aktivite gostermezler [12]. Bacillus cinsi bakteriler, toprakta,
suda ve bitkisel trlinler lizerinde yaygin olarak bulunurlar. Bu cinsin bireylerinin ¢ogu
zararsiz, izolasyonu ve teshisi kolay, hizli biiyiime orani ile fermantasyon siiresi kisa, genel
olarak giivenli olmasi, sentezledikleri proteinleri dis ortama salgilama kapasiteleri gibi
bircok sebepten dolayr cazip endiistriyel organizmalardir. Ciinkii gram negatif bakteriler,
tirettikleri proteinleri protoplazmalarinda ya da periplazmik bosluklarinda biriktirirler. Bu
da {iretilen iriiniin izolasyonunu giiclestirerek sustan birden fazla kez yararlanilmasini

engeller. Ayrica sentezlenen iriinlerin organizmaya kars1 toksik etki olusturmasi da soz

konusudur [13]

1.6. Nisasta ve Endiistriyel Uygulamalari

Bitkiler fotosentez ile yillik 2850 milyon ton nisasta iiretir. Insanoglu i¢in nisastanin
temel kaynagi tahillar olmasina ragmen, kok ve yumru da onemlidir. Tahillardan yillik
nisasta iiretimi yaklagik 2050 milyon ton, kdk ve yumrulardan ise 679 milyon tondur.
Nisasta suda c¢oziinmeyen graniiller halinde plastidlerde bulunur. Bu graniillerin
blytikligi, sekli ve kompozisyonu bitkinin cinsine, bulundugu organa veya bitkinin iginde
bulundugu biiyiime evresine gore degisir [14]. Nisasta graniilleri temel olarak glukoz
polimeri olan amiloz ve amilopektinden meydana gelir, fakat yapisinda az miktarda fosfat
ve lipid de igerir. Amiloz genellikle 600-3000 sayida 1—4 o —glikozil grubuna sahip lineer
formda olup, her 1000 glikozilde bir 1 —6 a-glikozil yan gruplarina yani dallara sahiptir.
Amilopektin ise daha biiyiik bir molekiil olup amiloza gore daha fazla dallanma gosterir.
Yaklasik 6000-60000 glikozil gruba sahip ve her 20-26 iinitede bir 1—6 a-glikozil yan

grubu tasir. Amiloz ve amilopektinin kimyasal yapis1 Sekil 1°de verildi..
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Sekil 1. Nisasta graniilii icinde bulunan amiloz ve amilopektinin kimyasal yapist

Nigasta graniilleri birbirini takip eden amorf bdlge ve semi-kristal biiylime
halkalarindan olusur. Amorf bdlge amiloz ve kristal yapida olmayan amilopektin igerir.
Semi-kristal biiyiime halkalar ise yine birbirini doniigiimlii olarak takip eden, yaklasik 9-
10 nm genisliginde amorf ve kristal lamellerden meydana gelir. Amilopektin sarmallar1
cogu tahil nigastasinda siki bir sekilde istiflenmisken (A-tipi nisasta), patates ve muz gibi
bazi bitkilerde daha aralikli istiflenirler (B-tipi nisasta). Nisasta basta yiyecek olmak tizere
pek ¢ok endiistriyel alanda yiizyillardir kullanilmaktadir ( Tablo 2).

Tablo 2. Nisastanin kullanildig1 endiistriyel alanlar

Gida Plastik Eczacilik ve Insaat Tekstil Kagit
Endiistrisi Sanayi Kozmetik Sanayi Sanayi Endiistrisi
Parcalanabili
Mayonez ar_g a ana_ o Tabletler Beton Kumag Oluklu mukavva
plastik ve filmler
Yanmaya
Bebek mamasi Toz pudra dayanikli Iplik Karton
duvar kagidi
Ekmek Kaplama
Alkolsiiz . .
icecekler Yiiz kremi Dokuma Yapistirict

Nisasta, yiyecek endiistrisinde donmus yiyecekler, ¢orbalar, soslar, hamur islerinde
ya da diger endiistriyel alanlarda bir kaplama materyali olarak kullanilabilmektedir.
Ornegin kagit endiistrisinde nisasta kagidin dayaniklilik ve baski kalitesini arttirmada,
eczacilikta suda cabuk ¢oziinebilen kapsiil ve tablet halindeki ilaglarin hazirlanmasinda,
ingaat sektoriinde ¢imento katki maddesi olarak ve boyalarda veya yanmaya dayanikli
duvar kagidi yapiminda kullanilmaktadir. Glintimiizde ise artan ¢evresel sorunlardan dolay1

yenilenebilir ve biyolojik olarak parcalanabilir hammaddelerin kullanimi tizerine ilgi



yogunlagmistir. Plastik ve paketleme malzemelerinin yapimi i¢in kullanilan petrol temelli
maddelerin yerine, nisasta temelli hammaddelerin kullanilabilirligi arastirilmaktadir.
Mesela musir nisastasindan yapilan gevsek paketleme materyali polistirenin yerini
almaktadir. Nisasta graniillerinin icerigi ve yapist bitkiler arasinda oldukg¢a farklilik
gosterir. Graniil yapisi ve sekli, amiloz/amilopektin orani, amiloz ve amilopektinin
molekiiler yapis1 ve lipid, protein, fosfat miktar1 gibi diger faktorler nigsastanin fonksiyonel
Ozelliklerini dolayisiyla endiistriyel kullanim alanim1 belirler. Kimyasal ve genetik
modifikasyonlar sonucu nisastanin yapisal ozelliklerinin ve bununla baglantili olarak
fonksiyonel 6zelliklerinin degistirilmesi, lizerinde yogun arastirmalar yapilan bir konudur.
Kimyasal modifikasyonlarin gerek insan saglhigi gerekse cevre agisindan potansiyel
olumsuz yonleri goz 6niine alindiginda bitki biyoteknolojisindeki gelismelerin yardimiyla
gerceklestirilen genetik modifikasyonlar 6n plana ¢ikmaktadir. Nisasta giinliik hayatimizda
yiyecek, i¢ecek, tarim, ecza, insaat, tekstil ve kagit gibi pek ¢ok endiistriyel alan i¢in temel
bir hammaddedir. Nisastanin farkli endiistriyel alanlarda kullanimini nigasta graniillerinin
yapi-fonksiyon iligkisi belirler. Bu sebeple bitkiler tarafindan iiretilen nisasta graniillerinin
molekiiler yapilarinin degistirilmesi bitki biyoteknolojisi i¢in dnemli bir konu olmustur.
Dogal nigasta genellikle fiziksel, enzimatik veya kimyasal olarak modifiye edilerek
kullanilir [14].

1.7. Amilolitik Enzimler

Amilolitik enzimlerin tarthi 1811 yilinda Kirchhoff tarafindan ilk nisasta
hidrolizleyen enzimin kesfedilmesi ile baslar. Bu kesfi bir ¢ok sindirim amilazi ve malt
amilazi hakkindaki calismalar takip etmistir. Amilazlar a veya B amilazlar olarak
siniflandirilirlar. Bu smiflandirma enzim hidrolizi sonucu olusan iiriinlin anomerik
konfigiirasyonu ile iligkilidir. [15]. Amilazlar Endo- ve ekzo- amilazlar olarak iki sinifa
ayrilirlar. Endo amilazlar nisasta molekiillerini i¢ kisimdan rastgele hidrolizlerler. Endo
amilazlar zincir uzunluklar farkli diiz zincirli ve dallanmis oligosakkaritlerin olusumuna
neden olurlar. Ekzo amilazlar ise indirgen olmayan uglardan hidrolizleyerek daha kiiciik
son irin olusmasina neden olurlar. Giiniimiizde nisasta molekiiliinii farkli irlinlere
hidrolizleyebilen bircok enzim bilinmektedir ve nisastanin tam hidrolizi i¢in farkh

enzimlerin birlikte kullanilmas1 gerekmektedir [8].



Nisasta endiistrisi, hidroliz ve modifikasyon amaciyla enzimlerin en ¢ok kullanildig:
alanlardan biridir. Nisastanin tamamen hidroliz olmasi i¢in enzim kombinasyonlarina
ihtiya¢ vardir. Bunlar a-amilaz, glukoamilaz veya B-amilaz ve izoamilaz veya pullulanazi
igerirler. Nisasta pargalayici enzimler temel olarak dort grup olarak smiflandirilabilirler.
Bu smniflar; endo-amilazlar, ekzo-amilazlar, dallanmay1 pargalayan enzimler ve
transferazlar olarak siralanabilirler. a-Amilaz (EC 3.2.1.1) iyi bilinen bir endo-enzimdir.
Amiloz ve amilopektin zincirindeki i¢ (endo-) a,1—4 glikozidik baglarini rastgele tarzda
hidroliz ederek dogrusal ve dallanmis yapida oligosakkaritler olustururlar. Ekzo-enzimler,
nisastayr indirgen olmayan ucundan baslayarak hidroliz ederler ve oligo ve/veya
monosakkaritler olustururlar. Ekzo-amilazlardan B-amilaz (EC 3.2.1.2) yalnizca o,1—4
glikozidik baglarin1 parcalarken, amiloglukozidaz veya glukoamilaz (EC 3.2.1.3) ile o-
glukozidaz (EC 3.2.1.20), a,1—4 ve a,1—6 glikozid baglarmin her ikisini de
hidrolizleyebilir. Ekzo-amilazlar, amilozun ve amilopektinin dis glukoz birimlerine kars1
aktivite gosterdiklerinden yalnizca glukoz, maltoz ve B-dekstrinlerin olusumunu saglarlar.
Ayrica, B-amilaz ve glukoamilaz enzimleri, serbest maltoz birimlerinin anomerik
konfigiirasyonlarini a’dan ’ya ¢evirebilirler.

Nisasta hidrolizleyen enzimler arasindaki ii¢lincli grup, izoamilaz (EC 3.2.1.68) ve
pullulanaz tip I (EC 3.2.1.41) olarak adlandirilan dallanmay1 parcalayan enzimlerdir ve
yalnizca a,1—6 glikozidik baglar1 hidrolizlerler. Pullulanaz, amilopektin ve pullulandaki
a,1—6 glikozidik baglar1 hidroliz edebiliyorken, izoamilaz yalmizca amilopektindeki
a,1—6 glikozidik baglara etki edebilir. Nisasta hidrolizleyen enzimlerin dordiincii grubunu
transferazlar olusturmaktadir. Bu enzimler verici (dondr) bir molekiildeki o,1—4
glikozidik bagini pargalayarak bu molekiiliin bir kismini bir aliciya (akseptor) transfer
ederler ve yeni bir glikozidik bag olustururlar. Amilomaltaz (EC 2.4.1.25) ve siklodekstrin
glikoziltransferaz (EC 2.4.1.19) bu enzim grubundandir. Nigasta hidrolizleyen bazi

enzimler ve etki mekanizmalar1 Tablo 3’te verilmistir [16].
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Tablo 3. Nisasta hidrolizleyen baz1 enzimler

E.C. Glikozidik Bag Etki

Enzim Numarasi Spesifikligi Mekanizmasi Son Uriin
a-Amilaz 3.2.1.1 a-(1—4) Endo Dogmsalszilgarlilt?;m‘@ oligo
B-Amilaz 3212 o-(1—4) Ekzo Maltoz ve limit dekstrin
e | 51 | i | E
Izoamilaz 3.2.1.68 a-(1—6) Endo Dogrusal a-(1—4) glukan
Pullulanaz 3.2141 a-(1—6) Endo Dogrusal a-(1—4) glukan

Gliniimiizde o-amilazlar, p-amilazlar ve glukoamilazlar endiistriyel enzimler
icerisinde biyoteknoloji alaninda en Onemli enzim grubundan bir tanesidir. Amilazlar
nisasta endiistrisinde bir ¢ok uygulama alanina sahip enzimlerdir. Bunlar nisastanin
hidrolizi ile glukoz ve yiiksek fruktoz icerikli suruplarin hazirlanmasi, yliksek maltoz
icerikli suruplarin hazirlanmasi, nisastanin hidrolizi ile biyoetanol tretilmesi, meyve
sularinda bulanikligin giderilmesi, bira iretiminde nisastanin ¢Oziiniirlestirilmesi ve
sakkarifikasyonu olarak siralanabilir. Bununla birlikte amilazlar kagit, tekstil ve deterjan
sanayinde de genis uygulama alani olan enzimlerdir [6]. Amilazlar, bitkiler, hayvanlar ve
mikroorganizmalar gibi bircok kaynaktan elde edilebilmelerine karsilik, endiistriyel amilaz
thtiyact mikrobiyal kaynaklardan karsilanir. Giinlimiizde bir¢ok mikrobiyal amilaz ticari
olarak elde edilebilmektedir ve nisastanin islenmesi proseslerinde kimyasal hidrolizinin

yerini bu enzimler almistir [8].

1.8. a-Amilazlar

a-Amilaz, 1,4-0-D-Glukan-Glukan Hidrolaz, (E.C.3.2.1.1) a-1—4 O-glukozidik
baglar1 hidrolizleyen ve genis bir filogenetik alanda yayginlik gosteren bir enzimdir. a-
Amilazlar bitkiler, hayvanlar ve mikrobiyal alemde evrensel olarak bulunur. Ge¢gmis birkag
on yilda farkli mikroorganizmalar tarafindan {iretilen ekstraseliiler a-amilazlar lizerine
dikkate deger oranda arastirma yapilmistir. Amilazlarin {iretiminde mikroorganizmalari
kullanmanin  avantaji, onlarin ekonomik biyokiitle olusturma kapasiteleri ve
mikroorganizmalarin istenilen karakterde enzim elde edebilmek icin kolay manipiile
edilebilmeleridir. Endiistriyel ihtiyaci karsilamak igin 1s1l kararli bakteriyel amilazlar, daha

cok Bacillus suslarindan elde edilmektedir [8]. a-Amilaz en iyi bilinen endo- amilazdir ve
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nisasta ¢0zeltisinin viskozitesini hizla azaltir. Bu enzimler substrati hidrolizlemelerine gore
iki kategoriye ayrilirlar. Sivilastirict (liquifying) amilazlar nisastayr % 30-40 oraninda
hidrolizlerken, daha kiigiik zincir uzunlugunda iiriinler olusturan (saccarifying) amilazlar %
50-60 hidrolizi gerceklestirirler. Bu siniflandirma amilazlarin 6zelliklerini ortaya koymak
amaciyla siklikla kullanilmaktadir. Dolayisiyla endo- amilazlarin reaksiyon tirtinleri farkl
zincir uzunluguna sahip oligosakkaritlerdir [16].

Diger enzimlerde de oldugu gibi amilazlarin substrat spesifikligi enzimin elde
edildigi kaynaga gore degiskenlik arz etmekle birlikte, a-amilazlar genel olarak ¢6ziiniir
nisasta substratt varliginda en yiiksek aktivite gosterirler. Bununla birlikte amiloz,
amilopektin, siklodekstrin, glikojen ve maltotrioz da amilazlarin substratlaridir. Yapilan
deneysel calismalar sonucunda, siklodekstrinaz, maltojenik amilaz ve neopullulanazin grup
13’e dahil oldugu ayrica, siklodekstrin, pullulan ve nisastayr hizli bir sekilde hidroliz
ettikleri aciga ¢ikmistir. Buna karsilik a-amilazlar, yalnizca nisastayr hidroliz ederler. a-
Amilazlarin aksine siklodekstrin parcalayan enzimler i¢in nisastanin zayif bir substrat
oldugu goriilmiistiir.

a-Amilazlar pH 2,0 ile 12,0 arasinda degisen pH optimumuna sahip olabilirler.
Bir¢ok bakteriyal ve fungal amilazin asidik ile ndtral pH araliginda pH optimumuna sahip
oldugu bildirildi. Alicyclobacillus acidocaldarius amilazinin optimum pH’s1 3,0 oldugu
bildirildi. Alkalofilik Bacillus sp. amilazinin ise pH 9,0’da en yiiksek aktivite gosterdigi
bildirildi. Amilazlarin optimum sicaklik degeri elde edildigi organizmanin biiyiime
sartlarina baghdir. F. oxysporum amilazinin 25-30 °C optimum sicakligina sahip oldugu,
bu degerin Pyrococcus furiosus ve Pyrococcus woesei amilazlari igin sirasiyla 100 °C ve
130 °C oldugu rapor edildi. Bircok ¢alismada 1s1l kararlilik belirlenmeyen bir parametre
iken, Bacillus licheniformis CUMC 305 amilazinin 100 °C’de 4 saat kararli oldugu
bildirildi. Amilazlarin molekiil agirliklart 10 ile 210 kDa arasinda degismektedir.
Mikrobiyal amilazlarin molekiil agirliklart 50 ile 60 kDa civarinda oldugu, klonlanan
amilaz genlerinin analizi ve belirlenen amino asit siralarindan direkt hesaplanarak ortaya
koyulmustur. Baz1 amilazlarin glikoprotein yapisinda oldugu da rapor edilmistir. Bir¢ok
metal katyonunun, oOzellikle agir metal katyonlarmin, stlfidril grup reaktifleri, N-
bromosiiksinimit, iyodoasetat, BSA, EDTA ve EGTA gibi bir¢ok kimyasalin a-amilazlar
inhibe ettigi bildirildi [8].

a-Amilazlarin biiyiik ¢ogunlugu Ca?* bagimli metalo enzimlerdir ve her bir amilaz

en az bir Ca?* iyonu ihtiva etmektedir. Ca?*’nin amilazlara baglanma afinitesi diger metal
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katyonlarindan ¢ok daha yiiksektir. a-Amilazlar bir ile on arasinda degisen sayilarda bagl
Ca®* iyonu ihtiva edebilirler. Ca** o-amilazlardan EDTA’ya karsi diyalizlenerek veya
elektrodiyalizle uzaklastirilabilir. Ca®* iyonlar uzaklastirilan enzim Ca®" ilavesi ile tekrar
aktif hale getirilebilir [17].

Enzim {retiminde kullanilan batik faz (submerged) fermantasyonunun yaninda
giintimiizde kat1 faz (Solid state) fermantasyonu teknigi de kullanilmaya baslanmistir. Her
iki teknik kiyaslandiginda kati faz fermantasyonu ile enzim iiretiminin bir ¢ok avantaji
oldugu bildirilmektedir. Batik faz fermentasyonu ile kiyaslandiginda kati faz
fermantasyonunun 6zellikle yiiksek miktarda enzim tiretimi, diigiikk maliyetli olusu, daha az
enerji tilketmesi, suya c¢ok az ihtiya¢ duyulmasi gibi bir ¢ok avantaji oldugu
bildirilmektedir.

Enzim {iretiminde iiretim ortaminin fiziko kimyasal parametreler acisindan optimize
edilmesinin énemli oldugu bildirilmektedir. Bu parametreler pH, sicaklik, karbon ve azot
kaynagi, metal iyonlarinin varligi, yiizey aktif maddelerin varligi, fosfat miktar1 ve
indiikleme olarak siralanabilir. Cevre sartlarinin optimize edilmesi elde edilen enzimin

fizikokimyasal 6zelliklerini etkiledigi ifade edilmektedir [17].

1.8.1. a-Amilazlarin Aktif Merkezi ve Kristal Yapilari

a-Amilazlar glikozid hidrolaz ailesi igerisinde 13. grupta bulunan ve nisastanin
hidrolizinde rol oynayan bir sinifi teskil eder. Bu ailenin iiyeleri (B/a)s katlanmali ¢oklu alt
birimlerine sahiptir ve substrat 6zgiinliigii icin oldukca genis bir yapisal esneklikleri vardir.
Cok sayida klonlama ¢alismasi sonucunda elde edilen sira analizlerinin kiyaslanmasi, bu
enzimlerin 0zellikle substrat 6zgiinliiklerinin anlasilmasini saglamistir. Grup 13’iin birgok
liyesinin primer yapilart kiyaslandiginda, ilgili enzimlerin genis bir sira gesitliliklerinin
oldugu ve oldukca korunmus 4 kisa (B/a)s katlanmali katalitik bolgesine sahip olduklari
belirtilmistir [18]. a-Amilaz prototipinin iki boyutlu yapisinin, A, B, C olarak adlandirilan
tic domainden olustugu rapor edilmistir. Domain A, N-ucundaki varil (barrel) yapisidir,
domain B, 3 B-katlamali tabaka ile 3 a- heliks arasinda uzun bir spiralden olusur. Domain
C ise pB-katlamali tabakalardan olusur ve domain A ya baglanir. (/a)g varil sekiz farkli B-
katlamal1 tabaka ve a-helikslerden olusur. TIM varil biitiin a-amilazlarin aktif merkeziyle
alakali olduk¢a korunmus dort bolge igermektedir. Birinci bélge; C-ucunun sonundaki

histidin iceren B-katlamali tabaka 3 ki substrattaki glukoz birimleri ile etkilesime girer.



Ikinci bolge, aspartik asit iceren B-katlamali tabaka 4 ki kataliz esnasinda niikleofil olarak
etki eder. Ugiincii bolge, glutamik asit igeren B-katlamali tabaka 5 ki kataliz esnasinda
proton alicisi/vericisi olarak davranir. Dordiincii bolge ise histidin ve/veya asparagin i¢eren
B-katlamali tabaka 7 ki kataliz esnasinda substrattaki glukoz birimleri ile hidrojen bag:
yapabilir [18]. Geobacillus thermoleovorans a-amilazinin kristal yapist Sekil 2’de

verilmigtir.

Sekil 2. Geobacillus thermoleovorans a-amilazi kristal yapisi Domain A (yesil
renkli), Domain B (portakal renkli) ve Domain C ( Mavi Renkli)

Geobacillus thermoleovorans a-amilazinin 3 domainden olustugu sekilden
goriilmektedir. Kristal yapist aydinlatilan enzimin iki adet Ca* baglama bdlgesi ihtiva
ettigi, ca?t iyonlarindan birinin enzime kuvvetli baglandigi ve EDTA tarafindan
selatlanmadig: bildirildi. Ca** ilave edilmesi enzim aktivitesi iizerine etki etmezken, 1sil
kararlilig1 oldukga artirdig: bildirildi. 2 mM EDTA ile muamelenin enzim aktivitesini % 25
oraninda inhibe ettigi, EDTA ortamdan uzaklastirildiginda ise enzimin aktivitesini geri

kazandig bildirildi [19].

1.8.2. a-Amilaz Enziminin Kataliz Mekanizmasi

a-Amilazlarin reaksiyon mekanizmalar1 incelendiginde, bu enzimlerin katalitik
aktivitelerini iki adimli yer degistirme mekanizmasma gore gerceklestirdikleri

onerilmektedir. Bu mekanizmaya gore, aktif bolgede bulunan iki karboksilik asit
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grubundan biri niikleofil olarak davranir ve glikozidik bagin anomerik karbonuna
saldirarak Enzim-Glikozil ara iiriiniinii olusturur. Ikinci karboksilik asit grubu ise asit/baz
katalisti olarak davranir ve birinci adimda glikozidik oksijenin protonlanmasini (genel asit
katalizi) saglarken ikinci adimda suyun deprotonizasyonunu (genel baz katalizi) saglar. B-
amilaz ve glukoamilaz enzimlerinin katalitik mekanizmalari i¢in tek adimli bir mekanizma
Onerilmistir. Bu mekanizmaya gore enzimlerin aktif merkezlerindeki iki karboksilik asit
uygun agida ve mesafede yer alarak genel asit baz katalizi ile substrati1 hidrolizledikleri
onerilmektedir. Karboksilik asitlerden biri genel baz katalizi ile suyun protonunu
koparirken digeri genel asit katalisti olarak davranir ve glikozidik bagi koparir. Her iki
mekanizmaya gore de reaksiyon okzokarbenyum ara iriinii iizerinden gerceklesir.

Amilazlar i¢in 6nerilen kataliz mekanizmasi sematik olarak Sekil 5’te verilmistir [16].

Glu219 I(;|uz-|g / |Glu219
¢ {acid)

C <
7\ H 'o/ \\o HO/ \\o
/’HO 0 ; (H
mn —| VT LN —» :ﬁngx‘*ﬂ
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I.e ] I,
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Sekil 3. Amilazlar i¢in kataliz mekanizmasi

1.8.3. a-Amilazlarin Endiistriyel Uygulama Alanlar:

Nisasta veya nigasta kullanilan endiistrilerde hidrolitik enzimler arasinda en 6nemlisi
a-amilazlardir. Amilazlar ticari agidan ilk olarak 1984 yilinda metabolik bozukluklar
tedavi edici olarak kullanilmistir. Giiniimiiz endiistriyel proseslerinde amilazlar, gidadan
tekstile, deterjanlardan kagit endiistrisine ve hayvan yemlerinin iyilestirilmesi gibi ¢ok
farkli sahalarda kullanim alanina sahiptir. Bunlara ilaveten a-amilazlarin ila¢ sanayinde ve
saf kimyasal tiretimi endiistrisinde de uygulama olanaklarinin oldugu rapor edilmistir [8].
Enzimlerin endiistriyel uygulamalarda kullanilabilmesi onlarin substrat spesifiteleri,
optimum pH, 1s1l kararlilik gibi 6zellikleri ile alakalidir [20]. Literatiir incelendiginde, her
bir endiistrinin ihtiya¢ duydugu a-amilaz enziminin biyokimyasal 6zelliklerinin farklilik

gosterdigi goriiliir. Ornegin gida endiistrisinde zellikle firincilik ve pastacilikta 40-50 °C
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sicakliklarda kararli a-amilazlar tercih edilmektedir. a-Amilazlarin asil ticari pazari nisasta
hidrolizat1 iiretiminde, 6zellikle nisastanin glukoz ve fruktoz suruplarina doniistiiriilmesi
prosesleridir. Bu suruplar yiiksek oranda fruktoz igerirler ve alkolsiiz igeceklerin
tatlandirilmasinda ve pastacilikta kullanilirlar. Nisasta hidrolizinde oldukga 1s1l kararli a-
amilazlarin gerekli oldugu rapor edilmistir [§].

Tekstil endiistrisinde a-amilazlar hagil alma siireclerinde kullanilmaktadir. Kagit
endiistrisinde ise, kagidin mukavemetini artirmak i¢in kagit, tiretilirken nisasta ile muamele
edilir. Nisasta kagida presleme esnasinda katilir ve bu sayede kagit iki pres rulo arasindan
gecerken nisasta ile muamele edilmis olur. Bu proses icin 45-60 °C arasinda degisen
sicakliklara ihtiya¢ vardir. Bu proseste kullanilan dogal nisastanin viskozitesi, kagidin
kaplanmasi i¢in oldukga yiiksektir. Viskozite dogal nisastanin, siirekli proseslerde veya bir
tank icerisinde a-amilazlar ile muamele edilmesi ile diizenlenir.

Deterjan sanayisi enzimlerin biiyilkk oranda kullanildig1 endiistriyel bir alandir.
Deterjan formiilasyonlarinda enzim kullanimi, onlar1 zor lekeleri kolayca temizlemelerini
saglamakta ve onlar1 g¢evre agisindan giivenli kilmaktadir. Deterjan endiistrisinde a-
amilazlar seker polimerlerinin hidrolizi amaciyla kullanilmaktadir. Amilazlar deterjan
formiilasyonlarinda yogunca kullanilan enzimlerdir ve sivi deterjanlarin % 90’1na yakin bir
miktart amilaz ihtiva etmektedir. Enzim iceren deterjanlar i¢cermeyenlere kiyasla daha
iliman kosullarda etkinlik gosterirler. Giiniimiizde sivi deterjanlarin % 90’1 a-amilaz
icermektedir ve bulasik makinesi deterjanlar1 i¢in bu enzime duyulan ihtiya¢ giderek
artmaktadir [8]. Deterjan formiilasyonunda kullanilacak a-amilaz enziminin nispeten diisiik
sicakliklarda ve alkali pH’larda aktivite gostermesi, oksitleyicilere kars1 dayanikli olmasi
istenilen ozelliklerdir. Diistik sicakliklarda ytiksek aktivite gosteren, yiiksek pH’larda aktif
ve kararli, okside edici ajanlar ve yiizey aktif maddeler varliginda etkin olabilen enzimler
deterjan formiilasyonlarinda kullanim potansiyeli olabilen enzimlerdir [20].

Etanol en ¢ok iiretilen ve kullanilan bir bio yakittir. Bio etanol iiretiminde nisasta en
fazla tercih edilen hammaddedir ¢iinkii nisasta diinya genelinde her bélgede kolayca ve en
ucuz elde edilebilen bir hammaddedir. Bu amagla kullanilan nisasta iki adimli enzimatik
bir prosese tabi tutulurak fermente edilebilir sekerlere doniistiiriiliir. Prosesin bu ilk
asamasinda nisasta o-amilazlarla muamele edilerek ¢Oziinirlestirilir ve amilolitik
enzimlerle veya mikroorganizmalarla fermente edilebilir sekerlere doniistiiriiliir. Prosesin
ikinci asamasi fermente edici mikroorganizmalarin kullanilmasiyla sekerlerin alkole

doniistiiriilmesi saglanir.
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a-Amilazlar kagit endiistrisinde de uygulama alani olan enzimlerdir. Kagit hamuru
islenme esnasinda mukavemeti artirmak amaciyla nisasta ile muamele edilir. Nisasta ile
muamele edilmis kagit daha diizgiin ve dayanikli bir yiizeye sahip olurken yazma
kaliteside artmis olur. Bu amagla kullanilacak diisiik viskoziteli nisasta ¢ozeltilerini elde
etmek amaciyla a-amilazlara olan ihtiyag giin gegtikge artmaktadir [20].

Daha 6nce de ifade edildigi gibi farkli endistriyel proseslerin ihtiyaci tek kaynaktan
elde edilen o-amilaz enzimi tarafindan karsilanamaz. Bu sebeple farkli endiistriyel
uygulamalarin ~ ihtiyag  duydugu o-amilaz  enzimlerinin, Ozellikle termofilik
organizmalardan saflastirilmasina ve protein miithendisligi uygulamalar ile 6zelliklerinin

degistirilmesine doniik ¢alismalar siirdiiriilmektedir [3].

1.8.4. a-Amilaz Aktivite Tayin Metotlar1

a-amilaz aktivitesi genellikle ¢oziinebilir nisasta veya modifiye nisasta substrati
varliginda tayin edilir. a-Amilazlar nisasta molekiillerindeki a-1—4 gilikozidik baglar
hidrolizler ve glukoz, dekstrinler ve limit dekstrinlerin olusumuna neden olurlar. a-Amilaz
aktivitesi, indirgen seker miktarindaki artis veya iyotla muamele edilmis substratin renk
siddetindeki azalis Olgiilerek belirlenir. Bununla birlikte amilaz aktivitesi nisasta

siispansiyonunun viskozitesindeki azalisin 6l¢giilmesi ile de belirlenebilir [21].

1.8.4.1. Dinitro Salisilik Asit (DNS) Metodu

Bu metot nisastayla amilaz enziminin etkilesimi sonucu aciga ¢ikan indirgen seker
miktarindaki artisin belirlenmesi esasina dayanmaktadir. Bu metodun prensibi fonksiyonel
aldehit (glukoz) veya keton (fruktoz) gruplarinin oksidasyonuna dayanir. Serbest aldehit
veya keton grubuna sahip sekerler alkali kosullar altinda 3,5 dinitro salisilik asidi, 3-
amino-5-nitro salisilik aside indirgeyerek kirmizi, kahverengi renk olusumuna neden

olurlar. Renk siddetindeki artis indirgen seker miktariyla orantilidir [8,22].
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1.8.4.2. iyot Renk Siddetinde Azalma Metodu

Nisasta I/KI reaktifi ile koyu mavi renkli bir kompleks olusturur. Nisastanin amilaz
enzimi ile kademeli hidrolizi sonucu koyu mavi renkli kompleksin rengi kirmizi,
kahverengine doniisiir. Renk siddetindeki azalisin 620 nm’de substrat koriine karsi
Olclilmesi ile dekstrinlestirme aktivitesi belirlenir. Absorbanstaki % 1°lik azalis bir enzim
initesi olarak tanimlanir. Besiyeri bilesiminde bulunan Luria broth, triptone ve pepton gibi
bircok madde bu metoda girisim yapmaktadir.

Amilaz enzim aktivitesi, boyar maddelerle modifiye edilmis substratlarin hidroliz
triinlerinin  analiziyle, enzimle muamele edilen nisasta c¢ozeltisinin viskozitesindeki

azalisin Ol¢iilmesi gibi farkli metotlarla da belirlenebilir [8].

1.8.5. a-Amilaz Ureten Mikroorganizmalar

Geobacillus stearothermophilus’tan saflastirilan o-amilaz enziminin optimum
sicakliginin 70 °C oldugu ve enzimin en yiiksek aktiviteye pH 7,0’da sahip oldugu
bildirildi. Saflastirilan enzimin SDS-PAGE analizinde molekiil agirligi 63 kDa olan tek bir
protein bandinin belirlendigi bildirildi. Saflastirilan enzimin 50 ve 60 °C’de iki saat kararl
oldugu, pH 7,0’da 3 saat sonunda aktivitesini tamamen korudugu rapor edildi. Ca®*, Mn?*
ve Triton X-100’lin enzimi aktive ettigi Cu®, Zn**, Fe*" ve ng+ iyonlarinin ise enzim
aktivitesini bliyiik oranda inhibe ettigi bildirildi. Enzimin Ky Ve Vs degerleri sirasiyla
0.051 mM ve 1.424 pmol/dk oldugu bildirildi [23].

Anoxybacillus flavithermus’tan saflastirilan a-amilaz enziminin 55 °C ve pH 7,0’da
en 1yi aktivite gosterdigi, SDS-PAGE analizinde enzimin monomerik ve 60 kDa molekiil
agirligina sahip oldugu, saflastirilan enzimin Ky ve Viaks degerlerinin sirasiyla 0,005 mM
ve 3,5 umol/dk oldugu bildirildi [24].

B. subtilis’ten saflastirilan o-amilaz enziminin optimum sicaklik ve pH degerlerinin
sirastyla 45 °C ve pH 6,0 oldugu, saflastirilan enzimin molekiil agirliginin 56 kDa oldugu,
enzimin pH 8,0’da 1 saat sonunda % 85 kalan aktiviteye sahip oldugu bildirildi. Cu? ve
Hg®" iyonlari kuvvetli inhibisyona sebep olurken, Ca** ve Mn?* iyonlarimin enzimi aktive
ettigi bildirildi [25].

Geobacillus sp. NMS 2’den saflastirilan a-amilaz enziminin 50 °C ve pH 6,9 en

yiiksek aktiviteye sahip oldugu, saflastrilan enzimin Ky, ve Vs degerlerinin ise sirasiyla
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3,4 mg/mL ve 460 umol/dk.mg oldugu bildirildi. Bir saat in kiibasyon sonunda enzimin pH
6,9-9,0 araliginda kararli oldugu, 50 °C ve 60 °C’de bir saat inkiibasyon sonunda enzimin
aktivitesini korudugu bildirildi [26].

Toprak 6rneklerinden izole edilen ve termostabil alkalin a-amilaz tireten Bacillus sp.
ANT-6 susunun 25-45 °C sicaklik ve pH 7-11 araliginda ¢ogalabildigi ve 37 °C sicaklikta
ve pH 9 da maksimum a-amilaz {iretme kapasitesine sahip oldugu bildirildi. bu sustan elde
edilen ham enzim ¢o6zeltisi SDS-PAGE ile analiz edildiginde, substrat boyama sonucu tek
bir amilolitik aktivite bandinin goriildiigii rapor edildi. kismi saflagtirilan enzimin 94,5 kDa
biiyiikliigiinde oldugu, en yiiksek enzim aktivitesinin ise 80 °C sicaklik ve pH 10,5’da
oldugu bildirildi. 5 mM Ca?"’nin enzimi aktive ettigi, 10 mM EDTA, 8 M iire ve % 0,1
SDS konsatrasyonlarinda enzimin sirasiyla %4.90, %86, %10,27 oraninda inhibe oldugu
bildirildi. enzimin alkali pH’larda 24 saat kararli oldugu da rapor edildi [11].

Termofilik ve amilolitik aktivite gosteren yeni bir bakteri susunun Larijan
kaplicasindan (iran), izole edildigi ve 16S rDNA analizi sonucunda, Geobacillus
thermodenitrificanssusunun  16S rDNA’s1 ile %99 benzerlik gosterdigi bildirildi.
Geobacillus sp. LH8 olarak tanimlanan bakteri susunun iirettigi a-amilaz enziminin iyon
degisim kromatografisi ile 13,6 kat saflastirildigi ve saflastirilan enzimin 52 kDa oldugu
bildirildi. Saflagtirilan enzimin en yiiksek aktiviteye 80 °C’de ve pH 5-7 araliginda sahip
oldugu rapor edildi. Ca®*, K*, Cr*" ve AP iyonlari enzimi aktive ederken, Mg, Ba®,
Ni%*, Zn?*, Cu®* ve EDTA nin enzimi inhibe ettigi de bildirildi.

1.9. Geobacillus Cinsinin Genel Ozellikleri

Yerylizii veya toprak basilleri anlamimi ifade eden Geobacillus cinsi, giiniimiizde
sistematigi yapilmig 16 tiirii igermektedir ve tip tiirii Geobacilus stearothermophilus’dur.
Bu cinsin iiyeleri Gram pozitif veya degigken, hiicreleri ¢ubuk seklinde, hareketli, elips
veya silindirik seklinde terminal veya subterminal sporlara sahip, koloni morfolojisi ve
blytikligl degiskendir. Baslica kinonu, menakinon-7’dir ve notrofilik 6zelliktedirler. Bu
cinsin % G+C igerigi, % 48,2-58 arasinda degismekte olup, baslica yag asitleri, iso-C15:0,
150-C16:0 ve is0-C17:0’dir. Geobacillus cinsinin kendi iiyeleri arasindaki 16S rRNA gen
benzerligi % 97’den daha fazla oldugu i¢in, 16S rRNA gen dizi analizi Geobacillus cinsine
ait tiirlerin ayriminda yeterli degildir, sadece cins seviyesindeki siniflandirmada 6nemli rol

oynar [27].
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1.10. Enzim Saflastirmanin Onemi

Calisilmakta olan enzim preparasyonlari icerisinde, hedef olan enzimin %1°1 kadar
dahi bagka bir enzimin bulunmasi, reaksiyon ortaminda milyonlarca yabanci molekiiliin
olusmasina yol acabilmektedir. Genellikle bu tipteki kirleticiler, predominant olarak tek
tipte degilse ve ¢alisilmakta olan bilesik ile oldukca yiiksek olarak aktif degilse, herhangi
bir problem olusturmayabilir. Biitlin bu nedenlerin yani sira, saf olarak elde edilmis
proteinlerin amino asit dizilimleri belirlendikten sonra, bu enzimlerin sentezinden sorumlu
olan genlerin izolasyonu igin gerekli olan problar in vitro olarak sentezlenebilir. /n vitro
kosullarda sentezlenen problar ise bu enzimlerin sentezinden sorumlu olan genlerin
izolasyonunda kullanilabilir. Ayrica, enzimlerin biyolojik aktivitelerinden sorumlu olan iic-
boyutlu yapilarinin arastirilmasinda, saflastirilarak amino asit dizilimleri belirlenmis olan
proteinlerden yararlanilabilir [28]. Endiistriyel enzimler iretilmeleri esnasinda ham 6ziit
olarak elde edilirler. a-Amilazlarin ticari kullanim1 saflastirma igslemlerine gerek duymaz,
ancak klinik, medikal amagli kullanilacak enzimlerin yiliksek saflikta olmalar
gerekmektedir. Akademik caligmalarda kullanilacak enzimlerin de yiiksek saflikta olmalar
istenmektedir, Ozellikle enzimlerin kristal yapilarini aydinlatabilmek i¢in olduk¢a saf
enzimlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Laboratuar 6l¢eginde enzim saflagtirmak amaciyla farkli
stratejiler gelistirilmis olmakla birlikte bu stratejiler genellikle bir kombinasyon halinde
kullanilmalidir. Gilinimiizde sivi-siv1 ekstraksiyonu biiyiik miktarlarda saf enzim f{iretimi
icin basari ile kullanildig1 bildirilmektedir [20].

Ister akademik amagl calismalar icin, isterse endiistriyel ve klinik uygulamalar i¢in
olsun, enzimlerin elde edildigi kaynaklar oldukg¢a farklidir. Enzim kaynaklarinin baslica
gruplarin1 ise mikroorganizmalar, bitkiler, hayvan dokulart olusturmaktadir. Enzim
kaynaklari bu kadar farkli ve gesitli olmasina ragmen, bu kaynaklardan elde edilen
enzimler ister dogal isterse rekombinant olsunlar, genellikle benzer saflastirma protokolleri
ve teknikleri ile saflastirilirlar. istenilen safliktaki bir iiriiniin elde edilmesi i¢in birden fazla
saflagtirma basamaginin uygulanmas1 gerekmektedir. Basarili ve randimanli bir protein
saflagtirma c¢aligmasinin anahtar1 ise en uygun teknigin se¢imine, segilen teknigin
optimizasyonuna ve verimi artirmak ve saflastirma protokoliiniin basamak sayisim
minimuma indirmek i¢in segilen tekniklerin mantikli bir sekilde kombinasyonuna baghdir
[28]. Saflastirma protokolii {izerine etkisi olan diger énemli bir faktor ise saflastirmanin

amacidir. Sayet hedef proteinin saflastirilmasi, tamami ile akademik bir amagcla
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yapiliyorsa, bu durumda en Onemli amag, genellikle proteinin homojen olarak elde
edilmesi olmaktadir. Bu durumda, homojen (saf) bir protein soliisyonunun elde edilmesi
icin gereken basamaklarin sayisi, prosediiriin siiresi, son-iiriiniin maliyeti ve verimliligi
gibi konular ikinci planda kalmaktadir. Sayet hedef protein ticari bir uygulama amaci ile
saflastiriliyorsa, bu durumda saflastirma prosediiriiniin maliyeti ve teknik faktorler ¢ok
daha 6nemli olmakta iken hedef proteinin saflik derecesi, gerekli olan minimum diizeyde
olmaktadir. Saflastirilmak istenen proteinin miktar1 veya istenilen saflik derecesi de
saflagtirma protokoliinii etkileyecektir. Akademik amacli ¢alismalarda, saflagtirilmis olan
proteinin yapisal ve fonksiyonel calismalarinin yapilabilmesi i¢in genellikle birkag yiiz
miligram ile 1 g arasinda saf protein yeterli olmaktadir. Bunun aksine, ticari bir uygulama
amactyla saflastirilmis olan proteinlere daha fazla miktarlarda gereksimin duyulmakta ve

saflik diizeyleri ise uygulama amaglarina gére degismektedir [28].

1.11. Enzim immobilizasyonu

Enzimlerin endiistride ve biyoteknolojide cesitli amaglarla kullanilmaya baslanmasi,
bilim adamlarin1 bu katalizorleri daha genis ve daha kullanisli hale getirme olanaklarini
aragtirmaya yoneltmistir. Serbest enzimlerin endiistriyel uygulamalarda kullanimlarina
iligkin ortaya ¢ikan pek¢ok sorunu olumlu yonde ¢oziimleyebilmek ve enzimleri endiistri
icin daha cekici hale getirmek i¢in enzim immobilizasyonlarina olan ilgi son yarim
yizyildir ¢cok artmistir [29]. Endiistride enzim kullanimimin avantajlarindan daha o6nce
bahsedilmisti. Ancak siirekli prosesler olan endiistriyel uygulamalarda serbest enzimleri
kullanmak, onlarin tretim maliyetlerinin yiiksek olusu, dogal olarak bulunduklari
ortamdan izole edildiklerinde aktivitelerini kaybetme egiliminde oluslari, eser diizeydeki
maddelerin dahi inhibisyona sebep olmasi gibi bir ¢ok dezavantaj endiistride enzimlerin
kullantmin1 sinirlamaktadir. Bu noktada enzimlerin inert kati bir destege immobilize
edilmeleri, bu problemlerin ¢oziimiinde en etkili ve en ¢ok bagvurulan metodlardan
birisidir [30]. Enzimler adsorbsiyon, ¢apraz baglama, jelde hapsetme, mikro kapsiilleme,
kovalent baglama gibi farkli metodlarla immobilize edilebilirler. Bu metodlar yada bu
metodlarin kombinasyonu ile enzimler immobilize edilebilmelerine ragmen tek bir metod
ve tek bir immobilizasyon yontemi biitiin enzimler ve onlarin uygulamalari i¢in en 1iyisi
degildir. Enzimleri immobilize etmenin ¢ok daha oOnemli bir gerekcesi ise onlarin

operasyonel kararliliklarini artirmaktir. Serbest enzimlerle kiyaslandiginda immobilize
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enzimler ekstrem sartlarda ¢ok daha kararhidirlar [5]. Immobilize enzimlerin serbest
enzimlere Ustiinliikleri soyle siralanabilir;

e Reaksiyon sonunda ortamdan kolayca uzaklastirilabilir (siizme, santrifiijleme vb.)

ve Urilinlerin enzim tarafindan kirletilmesi gibi bir problem yaratmaz.

e Cevre kosullaria (pH, sicaklik vb.) kars1 daha dayaniklidir.

e Bir¢ok kez ve uzun siire kullanilabilir

e Siirekli islemlere uygulanabilir

e Serbest enzime kiyasla daha kararhdir.

e Uriin olusumu kontrol altinda tutulabilir

e Birbirini izleyen ¢cok adimli reaksiyonlar i¢in uygundur

e Bazi durumlarda, serbest enzimden daha yiiksek bir aktivite gosterebilir.

¢ Enzimin kendi kendini pargalamasi olasilig1 azalir.

Fiziksel ya da kimyasal olarak immobilize edilen enzimler, daha iyi bir kararlilik
gosterir ve diger maddelerle etkilesimi daha azdir. Tasiyiciya baglamada bir protein olan
enzim molekiiliiniin yapisindan yararlanilir. Molekiil yiizeyindeki fonksiyonel gruplar,
iyonik gruplar ve hidrofobik bdlgeler bu baglamada rol alirlar. Enzim immobilizasyonunda
kullanilacak tasiyicilar reaktif degillerse yardimci bir reaktif ile aktivite edilmeleri gerekir.
Immobilizasyon, ¢ok yumusak kosullarda (oda sicakhigi, ndtral pH  vb.)
gerceklestirilmelidir. Tasiyict suda ¢6ziinmemeli ancak biiyiik 6l¢iide hidrofobik karakterli
de olmamali, suda islanabilmeli, ayrica mekanik kararli olmalidir. Bu tiir tasiyicilarin
seciminde, enzim-tasiyict bagmin aktivite i¢in zorunlu gruplar {izerinden olmamasi
yaninda, tasiyicinin enzim tarafindan par¢alanmamasi, mikroorganizma iliremesine olanak
vermemesi, pH ve ¢oziiciilere kars1 dayanikli olmasi gibi 6zellikler tasimasina dikkat edilir
[5]. Immobilize enzimlerin yukarida ifade edilen iistiinliiklerinin yaninda, enzimlerin
aktiviteleri iizerine bazi kotii etkileri de vardir. Serbest enzimlere kiyasla genellikle
immobilize enzimlerin aktivitelerinde diisiis gbzlenir ve bu durum immobilize enzimlerin
Km degerinin biiylimesine sebep olur. Bunun sebebi enzim immobilizasyonunda kullanilan
teknige gore enzimin yapisindaki degisiklikler olabilir. Ayrica tutuklama hapsetme gibi
metodlar kullanildiginda immobilize enzimlerin substratlar1 ile etkilesimleri mikro bir
cevrede gerceklesmektedir ve bu durum enzimin hareketliligini  kisitlamaktadir.
Immobilize enzimlerin Ky, degerlerinin biiyiimesinin bir sebebi de immobilizasyon sonucu

olusan sterik engellemeler de olabilir [5, 30].
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Ekstrem kosullarda enzimlerin kararliligin1 artirmasi, immobilize enzimleri sadece
endistriyel degil ayni zamanda laboratuarda o6l¢eginde organik sentezlerde, analitik ve
medikal uygulamalarda da kullanilabilecegini ortaya koymaktadir. Enzimlerin sadece sulu
ortamlarda degil organik c¢oziiciiler varliginda da reaksiyonlar1 katalizlemeleri gelecekte
immobilize enzimlerin organik sentezde kullanilabilecegini de gostermektedir. Gliniimiizde
yiiksek fruktoz igerikli misir suruplari ve enantiyo saf L-DOPA {iretimi immobilize

enzimlerin kullanimina 6rnek gosterilebilir [5, 30].

1.12. Cahismanin Amaci

Isil kararli enzimler olduke¢a yiiksek Ozgiinliige sahiptirler ve bu sebeple birgok
endistriyel uygulama i¢in potansiyel olduklar diisiiniilmektedir. Bu tip enzimler yiyecek,
kagit, deterjan, ila¢ ve hayvan yemlerinin gelistirilmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir.
Bu tiir enzimleri termofilik mikroorganizmalardan elde edebilmek miimkiindiir. Bu tiir
kararli enzimlere endiistride duyulan ihtiyag, gelecekte bu enzimlerin gelistirilmesi ve
uygulama alanlarinin genisletilmesini oldukca 6nemli hale getirmektedir [8].

Termofilik organizmalar {lizerinde yapilan g¢aligmalar sonucu bu organizmalardan
elde edilen enzimlerin mezofilik analoglarina gore daha kararli oldugu kesfedilmistir.
Hiicre i¢i enzimlerin aksine, hiicre digina salinan enzimlerin kararlilig1 yiiksek olup, cevre
kosullarinda aktivitelerini uzun silire koruyabilirler [9]. Endiistriyel uygulamalarda
genellikle 1s1l kararliliga sahip immobilize enzimler kullanilmaktadir. Isil kararl
mikroorganizmalardan elde edilen termofilik amilazlar bu alanda oldukca 6nemli bir yere
sahiptir [10]. Bu nedenle termofilik bakterilerden enzim izolasyonuna, saflastirilmasina ve
karakterizasyonuna duyulan ilgi giin gegtikge giderek artmaktadir.

Bu calismada KTU Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji Béliimii dgretim iiyesi Yrd.
Dog. Dr. Kadriye INAN tarafindan Aydin Germencik Omerbeyli jeotermal sahasindan
izole edilen 7 farkli Geobacillus termofil bakteri tiiriiniin,(Geobacillus sp. TF1, TF12,
TF14, TF16, TF17, DH20 ve Geobacillus thermodenitrificans TH2), a-amilaz aktivitesi
acisindan incelenmesi, biyokimyasal 6zellikler agisindan en iyi Ozellikli enzimi {ireten
organizmanin  belirlenmesi, bu organizmanin irettigi enzimin saflastirilmasi,
karakterizasyonu ve farkli destek maddelerine immobilize edilerek, enzimin endiistride

kullanilabilirliginin arastirilmas1 amaglanmastir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Kullanilan Kimyasallar

Calismada kullanilan ¢oziiniir nisasta, amiloz, amilopektin, B-siklo dekstrin, Dinitro

salisilik asit (DNS), Tris (hidroksi metil amino metan) ve amonyum siilfat Sigma Aldrich

(USA)’dan temin edildi. Kullanilan diger biitiin kimyasallar analitik safliktadir.

2.1.1. Kullanilan Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlarin listesi Tablo 4’te verilmistir.

Tablo 4. Calismada kullanilan cihazlarin listesi

Cihaz Ismi Marka Model

Saf Su Cihaz1 Sartorius Arium 611UV
Spektrofotometre Perkin Elmer Lambda 25

Protein Elektroforezi Biorad Mini PROTEAN-Tetra Sistem
Gii¢ Kaynagi Thermo Scientific EC 100 XL

Jel Goriintiileme Sistemi Kodak Gel Logic 200 Imaging System
Santrifij Hettich Zentrifugen Rotina 35 R

Santrifiij Hermle Z 36 HK
Mikrosantrifiij Sigma 1-14

pH Metre InoLab WTW pH 720

Hava Banyolu Calkalayici IKA KS 4000

Su Banyosu Memmert WBU 45

Mikrotiipler I¢in Termal Sallayict Boeco TS-100 Thermo Shaker
Vorteks Thermolyne Type 37600

Otoklav Tomy SX700E

Terazi Ohaus Pioneer

Buz Makinesi Hoshizaki FM-80EE

Buzdolab1 Profilo BD4303ANFE

Derin Dondurucu Regal RDD-1280

Peristaltik Pompa TRIS Teledyne

Kollektor ISCO Retriever 500
Dedektor Isco UAG6 UV-Vis Dedector
Vakum Pompasi VacuuBrand PC101UT
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2.1.2. Kullanilan Tampon ve Diger Cozeltiler

Gergeklestirilen deneysel ¢alismalar esnasinda kullanilan ¢ozeltiler, igerikleri ve
hazirlanislart asagida alt basliklar halinde verilmis olup biitiin ¢ozeltiler saf su ile

hazirlanmistir.

2.1.2.1. Tampon Cozeltiler

e 50 mM Gilisin-HCI (pH 3,00): 0,3798 g Glisin uygun hacimde saf suda ¢o6ziildii.
IM HCl ile pH 3,00’a ayarlandi. Son hacim 100 mL ye tamamlandi.

e 50 mM Asetat (pH 4,00): 0,6804 g NaAc.3H,0 uygun Hacimde saf suda ¢oziildi.
IM HCl ile pH 4,00’a ayarlandi. Hacmi 100 mL’ye tamamlandi.

e 50 mM Asetat (pH 5,00): 0,6804 g NaAc.3H,0 uygun hacimde saf suda ¢oziildii
IM HCl ile pH 5,00’a ayarlandi. Hacmi 100 mL’ye tamamlandi.

e 50 mM Fosfat (pH 6,00): 0,6805 g KH,PO4 uygun hacimde saf suda ¢oziildi. 1M
NaOH ile pH 6.00’a ayarlandi. Hacmi 100 mL’ye tamamlandi.

e 50 mM Fosfat (pH 7,00): 0,6805 g KH,PO,4 uygun hacimde saf suda ¢oziildi. 1M
NaOH ile pH 7.00’a ayarlandi. Hacmi 100 mL’ye tamamlandi.

e 50 mM Tris-HCI( pH 8,00): 0,6057 g Tris bazi uygun hacimde saf suda ¢6ziildi.
IM HCl ile pH 8,00’a ayarlandi. Hacmi 100 mL’ye tamamlandi.

e 50 mM Tris-HCI( pH 9,00): 0,6057 g Tris bazi uygun hacimde saf suda ¢6ziildi.
IM HCl ile pH 9,00’a ayarlandi. Hacmi 100 mL’ye tamamlandi.

e 50 mM Glisin-NaOH (pH 9,00): 0,3799 g Glisin uygun hacimde saf suda ¢6ziildii.
IM NaOH ile pH 9,00’a ayarlandi. Hacmi 100 mL’ye tamamlanda.

e 50 mM Glisin-NaOH (pH 10,00): 0,3799 g Glisin uygun hacimde saf suda
¢oziildii. 1M NaOH ile pH 10,00’a ayarlandi. Hacmi 100 mL’ye tamamlandi.

e 50 mM Glisin-NaOH (pH 11,00): 0,3799 g Glisin uygun hacimde saf suda
¢oziildii. 1M NaOH ile pH 11,00’a ayarlandi. Hacmi 100 mL’ye tamamlandi.

e A (Cozeltisi (0,1 M sitrik asit monohidrat): 5,253 g sitrik asit monohidrat saf suda
¢oziildii. Hacmi 250 mL’ye tamamlandi.

e B Cozeltisi (0,2 M disodyum hidrojen fosfat dihidrat): 8,90 g Na,HPO,4.2H,0 saf

suda ¢oziildii. Hacmi 250 mL’ye tamamlandi.
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e 50 mM Mcilvaine Tamponu (pH 2,20): 98 mL A ¢6zeltisi ile 2 mL B ¢ozeltisi
karistirildi. Bu karisimdan 22,4 mL alinip saf su ile hacmi 50 mL’ye tamamlandi.

e 50 mM Mcilvaine Tamponu (pH 3,00): 80,3 mL A ¢o6zeltisi ile 19,7 mL B
¢ozeltisi karistirildi. Bu karisimdan 20,8 mL alinip saf su ile hacmi 50 mL’ye
tamamlandi.

e 50 mM Mcilvaine Tamponu (pH 4,00): 62 mL A ¢ozeltisi ile 38 mL B ¢ozeltisi
karistirildi. Bu karisimdan 18,1 mL alinip saf su ile hacmi 50 mL’ye tamamlandi.

e 50 mM Mcilvaine Tamponu (pH 5,00): 49 mL A ¢ozeltisi ile 51 mL B ¢ozeltisi
karistirildi. Bu karisimdan 16,6 mL alinip saf su ile hacmi 50 mL’ye tamamlandi.

e 50 mM Mcilvaine Tamponu (pH 6,00): 37,4 mL A ¢o6zeltisi ile 62,6 mL B
¢ozeltisi karistirildi. Bu karisimdan 15,3 mL alinip saf su ile hacmi 50 mL’ye
tamamlandi.

e 50 mM Mcilvaine Tamponu (pH 7,00): 19 mL A ¢ozeltisi ile 81 mL B ¢ozeltisi
karistirildi. Bu karigimdan 13,8 mL alinip saf su ile hacmi 50 mL’ye tamamlandi.

e 50 mM Mcilvaine Tamponu (pH 8,00): 2,8 mL A ¢6zeltisi ile 97,2 mL B ¢ozeltisi
karistirlldi. Bu karigimdan 12,69 mL alinip saf su ile hacmi 50 mL’ye

tamamland:.

2.1.2.2. Siv1 ve Kat1 Besiyerleri

Laura-Bertani (LB) Besiyeri: 5 g yeast ekstrak, 10 g Pepton, 5 g NaCl uygun
hacimde saf suda ¢oziildi. pH 7,50’ye ayarlanarak hacmi 1L’ye tamamlandi. Otoklavda
steril edildi.

LB Agar: Taze hazirlanmis LB besiyerine %1(w/v) olacak sekilde agar agar ilave
edildi. Otoklavda steril edilerek petrilere dokiildii.

% 1 Nisastali LB: LB besiyerine konsantrasyonu %1 olacak sekilde ¢oziiniir nisasta
ilave edildi. pH 7,50’ye ayarlandi. Otoklavda steril edildi.

% 1 Nisastali LB Agar: %1 Nisasta i¢ceren LB besiyerine % 1(w/v) olacak sekilde

agar agar ilave edildi. Otoklavda steril edilerek petrilere dokiildii.
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2.1.2.3. Protein Tayin Cozeltileri

Bovine Serum Albumin (250 pg/mL): 5 mg BSA uygun hacimde saf suda ¢6ziildii
hacmi 5 mL’ye tamamlandi ve -30 °C’de saklandi. Konsantrasyonu 1mg/mL olan bu
cozelti tayin esnasinda % oraninda seyreltilerek kullanildi.

Commassie Brillant Blue G-250: 100 mg Comassie Brillant Blue-G250 50 mL
metanolde ¢dziildii. Whatman No 1 siizge¢ kagidindan siiziildii. Uzerine 100 mL fosforik

asit ilave edildi. Hacmi steril saf su ile 200 mL’ye tamamlandi.

2.1.2.4. Protein Elektroforezinde Kullanilan Cozeltiler

e Ayirma Jeli Tamponu (1,5 M Tris-HCI): 9,085 g Tris 45 mL saf suda ¢oziildii, pH’s1
8,80’e ayarlandi, hacmi 50 mL’ye tamamland1 ve 4 °C’de saklandi.

e Yigma Jeli Tamponu (1 M Tris-HCI): 6,057 g Tris 45 mL saf suda ¢oziildii, pH’s1
6,80’e ayarlandi, hacmi 50 mL’ye tamamland1 ve 4 °C’de saklandh.

e SDS Cozeltisi (%10): 5 g SDS saf suda ¢oziiliip hacmi 50 mL’ye tamamlandi.

e Amonyum Persiilfat (APS) Cozeltisi (%10) : 1 g APS saf suda ¢oziiliip hacmi 10
mL’ye tamamland1 ve hazirlanan ¢ozelti -20 °C’de saklandi.

e N,N,N',N'-Tetrametiletilendiamin (TEMED): Orijinal sisesinden kullanildi.

e Akrilamid/Bisakrilamid Cozeltisi (%30): 29,2 g akrilamid ve 0,8 g N,N’-metilen
bisakrilamid saf suda ¢6ziiliip hacmi 100 mL’ye tamamlandi ve 4 °C’de saklandi.

e Gliserol Cozeltisi (%80): 80 mL gliseroliin hacmi saf su ile 100 mL’ye tamamland:.

e Bromofenol Mavisi (%0,1): 10 mg bromofenol mavisi saf suda ¢oziildii ve hacmi 10
mL’ye tamamlandi.

e SDS-PAGE Yiikleme Cozeltisi: 150 uL. 1 M Tris-HCI (pH 6,8), 400 uL %10 SDS,
100 pL %0,1 bromofenol mavisi, 250 pL %80 gliserol ve 60 pL f-
merkaptoetanol’iin Karistirilmas: ile hazirlandi, kisimlara ayrilarak -20°C’de
saklandi.

e SDS-PAGE Yiiriitme Tamponu: 7,2 g glisin ve 1,5 g Tris yaklasik 480 mL saf suda
coziildiikten sonra lizerine 10 mL SDS (%10) ¢ozeltisi ilave edildi. pH 8,30’a

ayarlandi ve ¢ozeltinin hacmi 500 mL’ye tamamlandi.
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e Dogal PAGE Yiikleme Cozeltisi: 150 pL 1 M Tris-HCI (pH 6,80), 100uL %0,1
bromofenol mavisi, 250 uL %80 gliserol ve 460 pL saf suyun karistiriimast ile
hazirland: ve kiigiik kisimlara ayrilarak -20 °C’de saklandi.

e Dogal PAGE Yiiriitme Tamponu: 7,2 g Glisin ve 1,5 g Tris yaklasik 490 mL saf
suda ¢oziildiikkten sonra pH 8,30’a ayarlandi ve ¢ozeltinin hacmi 500 mL’ye
tamamlandi.

e Jel Boyama Cozeltisi: 1 g Coomassie Brillant Blue-R250’nin 62,5 mL glasiyal
asetik asit ve 93,5 mL metanol i¢inde ¢oziilmesi ile hazirlandi.

e Lugol: % 7 I, ve % 3 KI ihtiva etmektedir. Dogal jelde amilaz enzim aktivitesini

ortaya koymak amaciyla 25 kat seyreltilerek kullanildi.

2.1.2.5. Substrat ve Enzim Aktivitesi Tayin Cozeltileri

e 9% 1 Nisasta Cozeltisi: 0,1 g ¢oziiniir Nisasta uygun hacimde kaynar suda ¢oziildii,
oda sicakligina sogutuldu. Hacmi 10 mL’ye tamamlandi.

e Amiloz: 0,1 g amiloz saf suda ¢6ziildii hacmi 10 mL’ye tamamlanda.

e B-Siklo Dekstrin: 0,1 g B-Siklo Dekstrin saf suda ¢oziildii hacmi 10 mL’ye
tamamlanda.

e Glikojen: 0,1 g Glikojen saf suda ¢6ziildii hacmi 10 mL’ye tamamlandi.

e CM-Seliiloz: 0,1 g Karboksimetil Seliilloz saf suda ¢6ziildii hacmi 10 mL’ye
tamamlanda.

o (Cozelti A: 5 mL % 1 NaOH igerisinde % 10 (v/v) olacak sekilde Fenol ¢oziildii.

e (ozelti B: 0,345 g Sodyum bisiilfit 3,45 mL A Cozeltisinde ¢oziildii.

e (ozelti C : 0,44 g DNS 44 mL saf suda ¢oziildii. Uzerine 15 mL % 4,5 NaOH
ilave edildi. Bu ¢ozeltiye 11,25 g sodyum potasyum tartarat ilave edildi.

e Dinitro Salisilik Asit (DNS) : Cozelti B ve Cozelti C’nin karistirilmasi ile

hazirlandi.

2.2. Deneysel Calismalar

Bu ¢alismada, 7 farkli Geobacillus sp. termofilik bakteri tiirii a-amilaz enzimi iiretip

tiretmedikleri agisindan test edildi. Yiiksek amilolitik aktivite gdsteren sustan o-amilaz
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enzimi saflastirildi, biyokimyasal karakterizasyonu yapildi ve enzim farkli kati1 destek
materyallerine immobilize edildi. Bu amagla yapilan calismalar asagida adim adim izah
edildi.

2.2.1. Petri Testi

Bu c¢alismada, Geobacillus sp.TF1, Geobacillus sp. TF12, Geobacillus sp. TF14,
Geobacillus sp. TF16, Geobacillus sp. TF17, Geobacillus sp. DF20, Geobacillus sp. TH2
olarak tamimlanan 7 farkli Geobacillus termofilik bakteri susunun amilolitik enzim
aktivitesi gosterip gostermediklerini ortaya koymak igin petri testi yapildi. %1 Nisastali LB
Agar steril edildikten sonra uygun biyiklikteki petriye dokiildii. Agarli besiyeri
katilastiktan sonra steril pipet ucu ile petride 7 kuyucuk ag¢ildi. Bu kuyucuklara bakterilerin
LB besiyerinde hazirlanmis gece kiiltiirlerinden 10 pL asilama yapildi. Petri 55 °C de bir
gece biiyiimeye birakildi. flgili siire sonunda petri I, buhari ile muamele edilerek aktivite

zonlar ortaya ¢ikarildi. Olusan aktivite zon ¢aplart kumpas ile 6lgiildi [31].

2.2.2. Organizma ve Optimum indiikleme Siiresinin Belirlenmesi

a-Amilaz enziminin elde edilip saflastirilacagi bakteri susunu ve optimum indiikleme
stiresini belirlemek amaciyla 7 farkli Geobacillus sp. termofilik bakteri tiiriiniin LB
besiyerinde gece Kkiiltiirleri hazirlandi. o-Amilaz indiiklemesi icin gece kiiltiirleri %1
nisastali LB besi yeri ortamina aktarildi ve 55 °C’de biiylimeye birakildi. 55 °C’de
biiyliyen bakterilerden 18, 24 ve 48 saat sonunda 6rnekler alinarak ham enzim o6ziitleri elde
edildi. Aktivite tayin prosediiriine gore enzim aktiviteleri belirlendi. Spesifik aktivite
degerleri hesaplanarak calismada kullanilacak bakteri susu ve o-amilaz enzimi igin

optimum indiikleme siiresi tespit edildi.

2.2.3. Ham Enzim Oziitiiniin Eldesi

Temin edilen 7 farkli Geobacillus sp. termofilik bakteri tiiriiniin LB besiyerinde gece
kiiltiirleri hazirlandi. Daha sonra gece kiiltiirleri a-amilaz indiiklemesi i¢in %1 nisastali LB

besiyeri ortamma aktarildi ve 55 °C’de 24 saat biiyiimeye birakildi. Ilgili siire sonunda
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bakteri hiicreleri 10000 rpm’de 10 dk. santrifijjlenerek besiyeri ortamindan ayrildi.

Siipernatan ham enzim ¢ozeltisi olarak kullanildu.

2.2.4. Enzim Aktivitesi Tayini

Bu calismada enzim aktivitesi, indirgen seker miktarindaki artisin DNS metoduna
gore Olgiilmesiyle belirlendi. Bu metot, amilaz enzimiyle nisastanin etkilesimi sonucu
aciga cikan indirgen seker miktarindaki artisin belirlenmesi esasina dayanmaktadir [8].
Enzim iinitesi optimum sartlarda dakikada 1puM glukoza esdeger indirgen seker agiga
cikaran enzim miktar1 olarak belirlendi. Spesifik aktivite ise mg protein basina diisen
enzim {nitesi olarak belirlendi [32].

Serbest enzim aktivitesi tayin edilirken 300 pL substrat {izerine esit hacimde enzim
cozeltisi ilave edildi. Uygun sicaklikta (tim saflagtirma basamaklarinda 55 °C,
karakterizasyon calismalarinda 75 °C) 30 dk. reaksiyon gerceklestirildi. ilgili siire sonunda
reaksiyon karigimi iizerine esit hacimde DNS ¢ozeltisi ilave edildi. Reaksiyon karigimlari
kaynar su banyosunda 5-10 dk. kaynatilarak renk olusumu saglandi. Buz banyosunda
sogutulan tiipler oda sicaklifina ulastiktan sonra 550 nm’de kore karsi absorbanslari
Olciildi. Kor tiipli enzim ¢ozeltisi yerine esit hacimde tampon ihtiva etmektedir.

Immobilize enzim aktiviteleri tayin edilirken enzimin immobilize edildigi kati
destekten 0,5 g alinarak tlizerine 350 uL % 1 nisasta ¢ozeltisi ve 350 uL. tampon ¢ozelti
ilave edildi. Optimum sartlarda 20 dk. reaksiyon gerceklestirildi. Ilgili siire sonunda
reaksiyon tlipleri mini santrifiijle santrifiij edildi. Santrifiijlemeden sonra reaksiyon
karisimindan 600 pl alinip {izerine esit hacimde DNS reaktifi ilave edildi. 5-10 dk. kaynar
su banyosunda bekletilen tiipler oda sicakligina sogutulup 550 nm’de absorbanslar1 kore
kars1 kaydedildi. Kor tlipli immobilize enzim yerine bos Dowex veya Kitin kat1 destek

materyali ihtiva etmektedir [33].

2.2.5. Glukoz Kalibrasyon Grafiginin Hazirlanmasi

Enzimatik reaksiyonlar sonucu agiga c¢ikan indirgen seker miktarmi belirlemek
amaciyla glukoz kalibrasyon grafigi olusturuldu [34]. Bu amagla 5 mM stok glukoz

cozeltisi hazirlandi. Bu stok ¢ozeltiden bir seri seyreltme yapilarak 0,1-5 mM araliginda
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farkli konsantrasyonlarda glukoz ¢ozeltileri (600 puL) hazirlandi. Hazirlanan bu ¢ozeltiler
tizerine esit hacimde DNS reaktifi ilave edildi. Elde edilen karigim kaynar su banyosunda
5-10 dk. kaynatilarak renk olusumu saglandi. Buz banyosunda sogutulan tiipler oda
sicakligina ulastiktan sonra 550 nm’de kore karsi absorbanslar1 6lgiildii. Absorbanslara
kars1 konsantrasyon grafigi cizildi. Elde edilen dogrunun egiminden yararlanarak enzim

aktiviteleri hesaplandi.

2.2.6. Protein Tayini

Bu c¢alismada protein tayini i¢in Bradford boya bagama metodu [35] ve standart
olarak BSA (250 pg/mL) kullanildi. Tablo 5’teki pipetlemeler yapilarak farkli
konsantrasyonlarda BSA ¢ozeltileri elde edildi. Bu c¢ozeltiler {izerine 1/5 oraninda
seyreltilmis Commassie Brillant Blue G250 boyasindan 1’er mL ilave edildi. 5 dk.
karanlikta bekletilen tiiplerin absorbanslar1 kore karst 595 nm’de olgiildii. Kor tiipii BSA

yerine steril saf su icermektedir.

Tablo 5. Bradford protein tayini pipetleme tablosu

BSA(250 pg/mL) 4 pL 8 uL 16 uL 32 uL 48 L 64 puL 80 uL
Saf Su (Steril) pL 196 192 184 168 152 136 120
C.B.Blue G 250 (mL) 1 1 1 1 1 1 1

Elde edilen absorbanslar BSA konsantrasyonuna karsi grafige gecirildi. Orneklerin
protein miktari, orneklerin absorbanslarinin standart grafiginin egimine oranlanmasi ile

hesaplandi.

2.2.7. Enzimin Saflastirilmasi

Ham oziitteki o-amilaz enzimi kolon kromatografi teknikleri ile saflastirildi.

Saflagtirma adimlari sirastyla asagida ayrintili olarak izah edildi.
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2.2.7.1. Amonyum Siilfat Coktiirmesi

Ham oziitteki a-amilaz enziminin saflastirilmasinda ilk adim kademeli amonyum
siilfat ¢coktiirmesidir. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi buz banyosu igerisinde gerceklestirildi.
Bu amagla ham 6ziit %10-90 araliginda amonyum siilfat doygunluguna ulastirild. 1lgili
amonyum siilfat doygunluguna ulagsmak icin gerekli amonyum siilfat miktari, amonyum
stilfat hesaplama programi kullanilarak belirlendi [36]. Tartilan kati amonyum siilfat ham
oziite yavas yavas ilave edilerek ham 6ziit ilgili doygunluga ulastirildi. Ilgili doygunluga
ulasmis ham 6ziit buz banyosunda bir saat daha karistirilds. ilgili doygunluga ulasmis ham
oziit 20000 rpm’de 20 dk. santrifiijlendi. Her bir doygunlukta ¢dken proteinler pH 8,00
Tris-HC1 tamponunda ¢oziildii. Aktivite ve protein tayinleri yapilarak enzimin en iyi

¢oktiigli amonyum siilfat doygunlugu belirlendi.

2.2.7.2. iyon Degisim Kromatografisi

Amonyum siilfat ile kismi saflastirilan enzim, Q sepharose fast flow anyon degistirici
kolon dolgu maddesi ile dengelenmis iyon degistirici kolona yiiklendi. % 20 etanol
icerisinde 4 °C’de saklanan kolon dolgu maddesi degaz edilerek 75 cm® yatak hacmine
sahip olacak sekilde 2x30 cm ebatlarindaki kolonda dengelendi. Dengeleme islemi 50 mM
pH 8,00 Tris-HCI tamponu ile gerceklestirildi. Dengeleme isleminin ardindan degaz
edilmis amonyum siilfat ¢oktiirmesinden elde edilen enzim ¢ozeltisi kolona yiiklendi.
Enzim c¢ozeltisi kolona verildikten sonra tutunmayan proteinlerin uzaklastirilmast igin
kolon pH 8,00 Tris-HCI tamponu ile yikandi. Kolona tutunan proteinler 0—1,0 M araliginda
artan konsantrasyonda sodyum kloriir ¢6zeltisi ile elue edildi. Eliisyon iglemi her bir tiipe
100 damla eliiat olacak sekilde ve 3,5 mL/dk. akis hizinda gerceklestirildi. Eliisyon
isleminin ardindan kolon 2,0 M NaCl ¢dzeltisi ile yikandi. Kolon, bir sonraki kullanima
hazir tutulmak i¢in % 20 lik etanol igerisinde saklandi.

Toplanan eliiatlarin 280 nm’de absorbanslar1 6l¢iildii. Absorbsiyon gdsteren tiiplerde
a-amilaz aktivitesi arandi. a-Amilaz aktivitesine sahip tiiplerde protein tayinleri yapildi.
Spesifik aktivite degerleri hesaplandi. Saflastirma grafigi ¢izildi. Elektroforetik analizler
icin ard arda gelen ve aktivite goOsteren tiipler birlestirildi. Birlestirilen tiipler Amicon

Ultracel Membran 10000 MWCO Milipore membran ile 4 °C’de 4000 rpm’de 4 dk.
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santrifiij edilerek deristirildi. Santrifiij islemi birka¢ kez tekrarlandi. Elektroforetik olarak
da analiz edilen tiipler hidrofobik etkilesim kolonuna yiiklendi.

2.2.7.3. Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi

Q sepharose fast flow anyon degistirici kolonu ile kismi saflastirilmis enzim ¢ozeltisi
hidrofobik etkilesim kolonuna yiiklendi. Kolon dolgu malzemesi olarak Phenyl Sepharose
Fast Flow kullanildi. %20 alkol igerisinde bulunan kolon dolgu maddesi degaz edilerek 40
cm® yatak hacmine sahip olacak sekilde 1,5%x25 cm ebatlarindaki kolona dengelendi.
Dengeleme islemi 0,5 M (NHy),SO,4 igeren 50 mM pH 8,00 Tris-HCI tamponu ile
gerceklestirildi. Kismi saflastirilmis enzim c¢ozeltisi kolona yiiklenmeden oOnce yeterli
miktarda (NH,4).SO, ile doyuruldu ve degaz edildi. Tutunmayan proteinler dengeleme
tamponu ile kolondan uzaklastirildi. Eliisyon, 0,3 - 0 M (NH,4),SOy igeren pH 8,00 Tris-
HCl tamponuyla hazirlanan gradient tuz koprisii ile 2,5 mL/dk akis hizinda
gerceklestirildi. Tuz kopriisiiniin ardindan kolon pH 8,00 Tris-HCI1 tamponu ile yikandi.
Her bir tiipe 100 damla olacak sekilde eliiatlar toplandi. Bir sonraki kullanima hazir tutmak
tizere kolon %20 alkol ¢o6zeltisi ile yikandi.

Toplanan eliiatlarin 280 nm’de absorbanslari 6l¢iildii. Absorbsiyon gosteren tiiplerde
a-amilaz aktivitesi arandi. a-amilaz aktivitesine sahip tiiplerde protein tayinleri yapildi.
Spesifik aktivite degerleri hesaplandi. Hesaplanan spesifik aktivite degerleri kullanilarak

saflagtirma tablosu olusturuldu.

2.2.8. Dogal ve SDS PAGE Elektroforezi

Saflagtirma islemlerinin her bir adimi elektroforetik olarak analiz edildi. Dogal
elektroforez i¢in % 8’lik ayirma jeli ve % 5’lik yiikleme jeli kullanildi. Yiikleme tamponu
ile karistirilan 6rnekler kuyucuklara doldurulduktan sonra yiikleme jeli boyunca 25 mA ve
ayirma jeli boyunca 30 mA akim sisteme verilerek jelde proteinlerin ayrilmasi saglandi.
Yiirlitme islemi boyunca elektroforez tanki bir buz banyosu ile sogutuldu. Dogal
elektroforez sonucu jele hem substrat boyamast hem de Comassie Brillant Blue R 250
boyama islemi uygulandi. Substrat boyamasi yapilarak aktivite bandi ortaya koyuldu. Bu

amacla %8 lik ayirma jeli yiiritme islemi sonunda 55 °C’de 45 dk %1 nisasta ¢ozeltisi ile
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muamele edildi. Nigatanin asirisin1 uzaklastirmak amaciyla jel birkag kez tamponla yikandi
ve 15 dk. pH 8,00 Tris-HCI tamponunda bekletildi. ilgili siire sonunda jel liigol ¢dzeltisi ile
muamele edildi. Comassie boyamasi sonucu boyanin asirisi, jeli birka¢ kez destaining
¢oOzeltisi ile yikayarak uzaklastirildi ve protein bantlar1 ortaya ¢ikarildi.

Saflastirilan enzim SDS-PAGE ile de analiz edildi. Molekiil agirliklar1 bilinen
standart proteinler bir kuyucuga ve saflastirmanin her asamasindan bir 6rnek ayri ayri
kuyucuklara yiiklendi. Yiirirtme islemi sonucu jel Comassie Brillant Blue R 250 ile
boyandi. Protein bantlarinin jelde yiirtidiikleri mesafeler dlgiilerek R degerleri hesaplandi.
Standart proteinlerin Ma degerlerinin logaritmasi Rf degerlerine karsi grafige gecirildi.

Saflagtirilan enzimin Rt degeri kullanilarak enzimin Ma’s1 hesaplandi.

2.2.9. Saf Enzimin Dowex ve Kitin Uzerine Ayr1 Ayr1 Immobilizasyonu

Geobacillus sp.TF14 susundan saflastirilan a-amilaz enzimi, Dowex (1x8 Chloride
form 200-400 Mesh, strongly basic) anyon degistirici matrikse iyonik etkilesimlerle ve
kitine ylizey adsorbsiyon metoduyla immobilize edilmistir. Saf enzimin Dowex iyon
degistiriciye immobilizasyonu igin, 5 g Dowex 10 mL 50 mM pH 8,00 Tris-HCI
tamponunda siispanse edildi. Iyon degistiricinin dengeye gelmesi icin Dowex 15 dk pH
8,00 tamponunda inkiibe edildi. Daha sonra siispansiyona 0,521 mg saf enzim ilave edildi.
Elde edilen karisim oda sicakliginda magnetik karistiricida yavasca karistirildi. Karistirma
islemine 4 saat devam edildi. Ilgili siire sonunda kat: destek filtre kagidindan siiziildii.
Baglanmayan enzimlerin yilizeyden uzaklastirilmasi i¢in kati destek ard arda ve her
defasinda 5 mL saf su ile yikandi. Yikama islemine siiziintiide protein tespit edilmeyene
kadar devam edildi. Yapilan protein tayini sonucunda, siiziintiilerde bulunan toplam
protein miktari, baglangigta immobilizasyon karigimina ilave edilen toplam protein
miktarindan ¢ikarilarak baglanma %’si hesaplandi [37].

Saf enzim ayrica kitin toz partikiillerine yiizey adsorbsiyonuyla immobilize edildi.
Bu amagla 5 g kitin 50 mM pH 8,00 Tris-HCI1 tamponunun 10 mL’sinde siispanse edildi.
Stispansiyona 0,805 mg saf enzim ilave edildi. Elde edilen karisim oda sicakliginda
magnetik karistiricida yavasca karistirildi. Karistirma islemine 6 saat devam edildi. Ilgili
siire sonunda toz partikiiller filtre kagidindan siiziildii. Baglanmayan proteinlerin
uzaklastirilmasi i¢in toz partikiiller ard arda ve her defasinda 5 mL saf su ile yikandi.

Yikama islemine siiziintiilerde protein tespit edilmeyene kadar devam edildi. Yapilan
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protein tayini sonucunda, siiziintiilerde bulunan toplam protein miktari, baslangigta
immobilizasyon karisimina ilave edilen toplam protein miktarindan ¢ikarilarak baglanma

%/si hesapland1 [37].

2.2.10. Serbest ve Immobilize Enzimlerin Karakterizasyonu

2.2.10.1. Substrat Ozgiinliigii

Serbest enzimin substrat spesifikligini belirlemek amaciyla nisasta, amiloz, glikojen,
B-siklodekstrin ve karboksimetil seliiloz substratlarinin % 1°lik ¢ozeltileri hazirlandi. 300
puL substrat lizerine 300 pl enzim ¢ozeltisi ilave edildi. 30 dk. 55 °C’de reaksiyon
gerceklestirildi. Ilgili siire sonunda tiiplere 600 pL DNS ilave edildi. Tiipler kaynar su
banyosunda 5-10 dk. kaynatildi. Kore karsi absorbanslart 550 nm’de olgiildii. Aktivite
tayinleri 3 paralel gerceklestirildi. Enzimin en iyi etkilestigi substrata ait aktivite degeri %

100 kabul edildi. Sonuglar % bagil aktivite olarak hesaplandi.

2.2.10.2. Enzim Aktivitesi Uzerine pH’1n Etkisi

Serbest ve immobilize enzimlerin en iyi aktivite gosterdigi pH’yr belirlemek
amaciyla pH 2,20-8,00 araliginda 50 mM Mcilvaine tamponlar1 ve pH 9,00-11,00
araliginda ise 50 mM Glisin-NaOH tamponlari kullanildi. % 1 Nisasta substrati varliginda
farkli pH tamponlart kullanilarak aktivite tayinleri gergeklestirildi. Aktivite tayinleri 3
paralel gerceklestirildi. Sonuglar ortalama degerler alinarak hesaplandi [38].

2.2.10.3. Enzim Aktivitesi Uzerine Sicakhgin etkisi

Serbest enzimin aktivitesi lizerine sicakligin etkisini belirlemek amaciyla 55-95 °C,
immobilize enzimlerin aktivitesi iizerine sicaklifin etkisini belirlemek amaciyla 55-105 °C
araliginda farkli sicakliklarda aktivite tayinleri gerceklestirildi. Aktivite tayinlerinde
optimum pH tamponu kullanildi. Aktivite tayinleri 3 paralel olarak gerceklestirildi.

Aktiviteler, 6l¢iim sonuglariin aritmetik ortalamasi alinarak hesaplandi. % Bagil aktivite
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sicaklik grafigi ¢izilerek serbest ve immobilize enzimlerin en iyi aktivite gosterdigi

sicaklik belirlendi [38].

2.2.10.4. Enzim Aktivitesi Uzerine Protein Konsantrasyonunun Etkisi

Serbest enzimin maksimum aktivite gdsterdigi optimum protein miktarini belirlemek
icin daha Once belirlenen optimum sartlarda ve sabit substrat miktarina karsilik proteinin
degisen miktarlarinda (4,4-53,0 ug/mL) reaksiyon karisimlart hazirlanarak aktivite
tayinleri yapildi. Aktivite tayinleri {i¢ paralel olacak sekilde gerceklestirildi. Elde edilen
sonuglar grafige gegirilerek enzimin doygunluga eristigi noktadaki protein miktart

bulundu.

2.2.10.5. Enzim Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonunun Etkisi

Serbest enzim, dowex ve Kkitine immobilize enzim aktivitelerinin substrat
konsantrasyonu ile degisimini incelemek amaciyla sirasi ile %0,025-%2,0 , %0,005-%2 ve
% 0,02-%2 araliginda degisen substrat konsantrasyonlarinda reaksiyon karisimlart
hazirlandi. Aktivite tayinleri daha dnce belirlenen optimum sartlarda ve ii¢ paralel olacak
sekilde gerceklestirildi. Elde edilen aktivite degerleri grafige gecirilerek serbest enzime ve
immobilize enzimlere ait substrat doygunluk egrileri elde edildi. Elde edilen veriler
kullanilarak Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi. Grafiklerden kinetik parametreler olan Ky,

Ve Vaks degerleri hesaplandi.

2.2.10.6. Isil Kararhhginin incelenmesi

Isil kararlilig1 belirlemek amaciyla serbest enzim 4 °C’de, 55 °C’de, 75 °C’de ve 90
°C’de nihai olarak 72 saat bekletildi. 6., 24., 48. ve 72. saat sonunda aktivite tayinleri
belirlenen optimum sartlarda ve ii¢ paralel olarak gergeklestirildi. % kalan aktiviteler,
herhangi bir 6n inkiibasyon islemi uygulanmamis serbest enzimin optimum sartlarda
belirlenen aktivite degeri ile karsilastirilarak hesaplandi.

Immobilize enzimlerin 1s1l kararliliklari, 4 °C’de ve optimum sicaklik degerlerinde

zamana karsi incelendi. Bu amagla immobilize enzimler 4 °C’de ve optimum sicaklik
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degerlerinde nihai olarak 72 saat bekletildi. 4, 8, 12, 24, 48 ve 72. saatler sonunda optimum
sartlarda aktivite tayinleri gerceklestirildi. Kalan aktiviteler, herhangi bir 6n inkiibasyon
islemi uygulanmamis immobilize enzimin optimum sartlarda belirlenen aktivite degeri ile

karsilastirilarak hesaplandi.

2.2.10.7. pH Kararhhginin incelenmesi

Serbest enzimin pH kararliligini incelemek amaciyla, pH 5,0 Asetat, pH 9,0 Glisin-
NaOH tamponlar ile saf enzim uygun oranlarda karistirildi. Elde edilen saf enzim tampon
karisimlarinin bir kismi ile enzim aktiviteleri optimum sartlarda belirlendi. Kalan
karisimlar 4 °C’de bekletilerek belli araliklarla aktivite tayinleri gergeklestirildi. Elde
edilen sonuglar kiyaslanarak enzimin kararliligi % kalan aktivite olarak belirlendi.

Immobilize enzimlerin pH kararliliklar1 optimum pH degerlerinde zamana kars
incelendi. 0,5 g kat1 destek tizerine 0,5 mL optimum pH tamponu ilave edildi. Bu karisim 6
ayr1 Eppendorf tiipiinde hazirland1 ve elde edilen karisimlar oda sicakliginda bekletildi. 4,
8, 12, 24 ve 48. saatler sonunda aktivite tayinleri gerceklestirildi. Kalan aktiviteler,
herhangi bir 6n inkiibasyon islemi uygulanmamis immobilize enzimin optimum sartlarda

belirlenen aktivite degeri ile karsilastirilarak hesaplanda.

2.2.10.8. Enzim Aktivitesi Uzerine Baz1 Kimyasallarin Etkisi

Serbest ve immobilize enzimlerin aktivitesi ilizerine metal iyonu etkisini incelenmek
amaciyla; Ca®*, Co*, cu®*, Fe*, ng+, Mg2+, Mn®*, Ni?* ve zn** iyonlarinin kloriir
tuzlarmin 100 mM’lik stok ¢ozeltileri hazirlandi. Metal iyonlarinin nihai konsantrasyonlari
5 mM olacak sekilde aktivite tayinleri gergeklestirildi. Ayn1 zamanda SDS, Triton X100,
Triton X114, Tween 20 gibi baz1 deterjanlarin ve EDTA’nin da hem serbest hem de
immobilize enzimlerin aktivitesi iizerine etkisi incelendi. Bu deterjanlarin reaksiyon
ortaminda ki derisimleri %1, EDTA’nin derisimi ise 5 mM olacak sekilde reaksiyon
karigimlar1 hazirlanarak aktivite tayinleri gerceklestirildi. Aktivite tayinleri ii¢ paralel
olarak gerceklestirildi. Elde edilen aktivite sonuglari, herhangi bir kimyasal i¢cermeyen
reaksiyon karisimindaki enzim aktivitesi ile karsilastirilarak bu kimyasallarin enzim

aktivitesi tizerine etkisi belirlendi.
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2.2.10.9. immobilize Enzimlerin Tekrar Kullanilabilirliginin Belirlenmesi

Dowex ve kitine immobilize edilen enzimin kullanim sikligini belirlemek amaciyla
immobilize enzimlerle ard arda 15 kez aktivite tayini gergeklestirildi. Bu amagla bir
Eppondorf tiipte 0,5 g immobilize enzim tartildi lizerine 0,35 mL %] nisasta ve 0,35 mL
optimum pH tamponu ilave edildi. 30 dk reaksiyon gerceklestirildikten sonra immobilize
enzim mini santrifiijde 14800 rpm’de hizli santrifijjleme ile ayrildi. Reaksiyon
karistmindan 0,6 mL ayr1 bir Eppendorf tiipe alinarak iizerine esit hacimde DNS reaktifi
ilave edildi. 5 dk kaynar su banyosunda kaynatilan tiipler oda sicakligina getirildikten
sonra 550 nm’de kore karsi absorbanslart 6l¢iildii. Kor tiipii immobilize enzim yerine bos
kat1 destek maddesi ihtiva etmektedir. Her aktivite reaksiyonundan sonra kat1 destek yeteri
kadar saf su ile yikand1 ve tekrar aktivite tayini gergeklestirildi. Ik dlgiim sonucu % 100

kabul edilerek sonuglar hesaplandi.

2.2.10.10. Ince Tabaka Kromatografisi

Ince tabaka kromatografisi (TLC) ile saf enzimin nisastayr pargalama iiriinleri
belirlendi. Bu amagla 1 mL saf enzim ¢ozeltisi 1 mL % 1°lik nisasta ¢ozeltisi ile optimum
sartlarda 2 saat reaksiyona birakildi. Ilgili siire sonunda glukoz, maltoz, maltotrioz ve
maltotetroz standartlar1 esliginde reaksiyon karigimi, onceden 110 °C’de 30 dk.
aktiflestirilen TLC (Kieselgel-Silica gel/TLC-cards) plakaya ayr1 ayr1 spotlandi. Yiiriitme
islemi 3:1:1 (v/v/v) hacim oranlarinda hazirlanan 2-propanol/etilasetat/su ¢oziici
sisteminde oda sicakliginda gergeklestirildi. TLC plaka kurutulduktan sonra metanol
icerisinde hazirlanmis % 20’lik H,SO4 ¢6zeltisi TLC plaka iizerine, plakay: kaplayacak sekilde
ve tagirmadan puskirtiildi. 110 °C’de 10 dakika bekletildi ve olusan goriintiiniin fotografi
cekildi. Standartlarin yiiriidiigli mesafe ile drnegin ylradiugi mesafe karsilastirilarak enzim

aktivitesi sonucu ag¢iga ¢ikan son iiriin belirlendi.



3. BULGULAR

3.1. Petri Testi

Bu calismada kullanilan 7 farkli Geobacillus sp. termofilik bakteri tiiriiniin
amilolitik aktivite gosterip gostermediklerinin kontrol edilmesi amaciyla petri testi yapildi.
Bakteriler 24 saat %1 Nisastali LB-agar kat1 besiyerinde biiyiitiildii. lgili siire sonunda
petri I, buhart ile boyanarak aktivite zonlar1 ortaya ¢ikarildi. Petri testi fotografi Sekil 4’te

verildi.

TF1

TF14

TF17

Sekil 4. Petri testi fotografi

Zon c¢aplart kumpas ile 6l¢iildii. Koloni ve zon ¢ap1 degerleri Tablo 6’da verildi.

Tablo 6. Petri testi koloni ve zon ¢ap1 degerleri

TFL | TF12 | TF14 | TF16 | TF17 | TH2 | DF20
K.C(cm) 07 | 07 08 - 13 - 09
Z.C(cm) 14 | 11 17 - 2,0 - 1,2
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3.2. Organizma ve Optimum Indiikleme Siiresinin Belirlenmesi

a-Amilaz indiiklemesi i¢in % 1 Nisasta iceren LB besiyeri kullanildi. Daha 6nce LB
besiyrinde hazirlanan gece kiiltiirleri %1 Nisastali LB besiyerine asilanarak 55 °C’de
bliyiimeye birakildi. Optimum indiikkleme zamanini tespit etmek amaciyla besiyeri
ortamindan 18, 24 ve 48. saat sonunda uygun miktarlarda Ornekler alinarak o-amilaz
aktivite tayinleri ve protein tayinleri yapildi. Spesifik aktivite degerleri hesaplandi.

Sonuglar Tablo 7°de verildi.

Tablo 7. Organizmalarin Urettikleri amilaz enzimlerinin spesifik aktivite degerleri ve
protein miktarlar

Organizma Indiikleme Siiresi (saat) | Spesifik Aktivite (U/mg) | Protein Miktar1 (mg/mL)
Geobacillus sp. TF1 18 15 16,0976
Geobacillus sp. TF12 18 47 4,9756
Geobacillus sp. TF14 18 54 5,9512
Geobacillus sp. TF16 18 41 5,9756
Geobacillus sp. TF17 18 54 5,6585
Geobacillus sp. TH2 18 39 6,000
Geobacillus sp. DF20 18 37 5,1463

Tablodaki spesifik aktivite degerleri, petri testi sonuglari ile birlikte degerlendirildi
ve Geobacillus sp.TF14 susunun iirettigi a-amilaz enziminin saflastirilmasina karar verildi.
18, 24 ve 48 saat bliylitme sonucunda organizmalarin tirettikleri protein miktarinda ciddi
bir degisiklik olmadig1 ve spesifik aktivite degerlerinin degismedigi belirlendi. Bu

asamadan sonraki ¢calismalarda indiikleme siiresi 18 saat olarak gerceklestirildi.

3.3. Glukoz Kalibrasyon Grafiginin Hazirlanmasi

Enzimatik reaksiyonlar sonucu ag¢iga ¢ikan indirgen seker miktarini belirlemek
amaciyla glukoz standart grafigi olusturuldu [34]. Standartlarin konsantrasyonlari,
absorbanslarina kars1t grafige gecirildi. Elde edilen dogrunun egiminden yararlanarak

enzim aktiviteleri hesaplandi.
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3.4. Protein Tayini

Bu c¢alismada protein tayini igin Bradford boya baglama metodu [35] ve protein
standard1 olarak BSA kullanildi. Elde edilen absorbanslar BSA konsantrasyonuna karsi
grafige gecirildi. Orneklerin protein miktari, drneklerin absorbanslarmin standart grafiginin

egimine oranlanmasi ile hesaplandi.

3.5. Enzimin Saflastirilmasi

Ham oziitteki a-amilaz enzimi, amonyum siilfat ¢oktiirmesi, iyon degisim kolon
kromatografisi ve hidrofobik etkilesim kolon kromatografisi teknikleri kullanilarak

saflagtirildi. Saflagtirma adimlarina ait bulgular asagida ayrintilari ile verildi.

3.5.1. Amonyum Siilfat Coktiirmesi

Amonyum siilfat ile proteinleri c¢oktiirmek icin ham enzim c¢ozeltisi, %10-90
doygunluk araliginda 10’ar birim artis olacak sekilde kati amonyum siilfat ilavesi ile
doyuruldu. Ilave edilecek kati amonyum siilfat miktar1 “ammonium sulphate calculator”
programi kullanilarak hesaplandi [33]. a-Amilaz aktivitesi ve protein tayinleri yapilarak
enzimin en 1yi ¢oktiigli amonyum siilfat doygunlugu belirlendi.

Aktivite tayinleri paralel 3 tekrarli yapildi. Ortalama degerler alinarak sonuglar
hesaplandi. Yapilan aktivite tayinleri neticesinde TF14 susundan elde edilen a-amilaz
enziminin en iyi %50 doygunlukta amonyum siilfat ¢ozeltisinde ¢oktiigii belirlendi.
Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu %50 doygunlukta ¢oken enzimlerin spesifik aktivite
degerinin ham 6ziite gore yaklasik 3 kat daha fazla oldugu belirlendi. Bu asamadan sonraki
caligmalarda ham enzim %40 doygunlukta amonyum siilfat ile ¢oktiiriildi. Cokelek
atilarak stipernatan %50 doygunluga getirildi. Bir gece 4 °C’de bekletildi. Elde edilen
protein ¢okelegi uygun hacimde 50 mM pH 8,00 Tris-HCI tamponunda ¢oziildi. Elde
edilen protein ¢ozeltisi amonyum siilfati uzaklastirmak ve kismen deristirmek amaci ile
Amicon Ultracel Membran 10000 MWCO Milipore ile 4 °C’de 5000 rpm’de 5 dk.
santrifiij edildi. Santrifiij islemi birkag kez tekrarlandi.



41

3.5.2. Iyon Degisim Kromatografisi

Amonyum siilfat ile kismi olarak saflastirilan enzim, Q sepharose fast flow anyon
degistirici kolon dolgu maddesi ile dengelenmis iyon degistirici kolona yiiklendi. Tampon
ile dengeleme isleminin ardindan protein konsantrasyonu 1,3444 mg/mL olan 5 mL enzim
cozeltisi kolona yiiklendi. Enzim ¢6zeltisi kolona verildikten sonra tutunmayan proteinlerin
uzaklastirilmasi igin kolon pH 8,00 Tris-HCI tamponu ile yikandi. Kolona tutunan
proteinler 0-1 M araliginda artan konsantrasyonda sodyum kloriir ¢ozeltisi ile elue edildi.
Ellisyon islemi her bir tiipe 100 damla eliiat olacak sekilde ve 3,5 mL/dk akis hizinda
gerceklestirildi. Eliisyon isleminin ardindan kolon 2,0 M NacCl ¢ozeltisi ile yikandi.

Toplanan eliiatlarin 280 nm’de absorbanslari 6l¢iildii. Absorbsiyon gosteren tiiplerde
a-amilaz aktivitesi arandi. a-Amilaz aktivitesine sahip tiiplerde protein tayinleri yapildi.

Spesifik aktivite degerleri hesaplandi. Saflastirma grafigi cizildi. Grafik Sekil 5°te

verilmigtir.
"o 380 Saflastirma Grafigi
12T —o—[NaCl] T
1T —a— U/mg )

U/mg

A280

1
o =~ N W A~ 00O N

1 3 5 7 9 11131517 1921 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49
Tiip No

Sekil 5. Tyon degistirici kolon saflastirma grafigi

3.5.3. Hidrofobik Etkilesim Kolonu

Q sepharose fast flow anyon degistirici kolonu ile kismi saflastirilmis enzim ¢ozeltisi
hidrofobik etkilesim kolonuna yiiklendi. Kolon dolgu malzemesi olarak Phenyl Sepharose
Fast Flow kullanildi. Dengeleme tamponu olarak 50 mM pH 8,00 Tris-HCI tamponunda
hazirlanmis 0,5 M (NH4)2SO,4 kullanildi. Konsantrasyonu 0,5577 mg/mL olan 3 mL enzim
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¢ozeltisi kolona yiiklenmeden once yeterli miktarda (NH,4),SO, ile doyuruldu ve degaz
edildi. Tutunmayan proteinler dengeleme tamponu ile kolondan uzaklastirildi. Eliisyon 0,3-
0 M (NH,)2SO4 igeren 50 mM pH 8,00 Tris-HCI1 tamponuyla hazirlanan gradient tuz
kopriisii ile gergeklestirildi. Tuz kopriisiiniin ardindan kolon 50 mM pH 8,00 Tris-HCI
tamponu ile yikandi. Her bir tiipe 100 damla olacak sekilde eliiatlar toplandi.

Toplanan eliiatlarin 280 nm’de absorbanslar1 6l¢iildii. Absorbsiyon gosteren tiiplerde
a-amilaz aktivitesi arandi. a-Amilaz aktivitesine sahip tiiplerde protein tayinleri yapildi.
Spesifik aktivite degerleri hesaplandi. Hesaplanan spesifik aktivite degerleri kullanilarak

saflastirma tablosu olusturuldu. Sonuglar Tablo 8’de verilmistir.

Tablo 8. Saflastirma tablosu

Hacim |  Toplam Aktivite Toplam Sps. Akt : Saflastirma

Saflastirma Ad ' o V

atlastira Adumt (mL) | Protein (mg) | (uM/dk) | Aktivite (U) | (U/mg) erm Katsayisi

Ham Oziit 300 1401 125,39 37617 26,85 100 1
('\.'.H‘QZSO“ 15 19,182 120,84 1812,6 94,49 48 3,52
Coktiirme
Q Sepharose Kolonu 3 1,6731 170,22 510,66 305,23 1,35 11,37
Phenyl Sepharose 1 0,2596 119,25 119,25 459,36 | 0,32 17,11
Kolonu

3.5.4 Dogal ve SDS PAGE Elektroforezi

Saflagtirma basamaklarinin her bir adiminda bir miktar 6rnek elektroforetik analiz
icin +4 °C’de saklandi. % 8’lik Poliakrilamit Jel kullanilarak Dogal elektroforez islemi
gerceklestirildi. Elektroforez isleminden sonra Jel Commassie Brillant Blue R 250 ile
boyandi. Boyama sonucu olusan protein bantlari incelendi. Ayrica dogal elektroforez
sonucu jelde aktivite boyamasi gerceklestirildi. % 1 Nisasta ile muamele edilen jel lugol
coOzeltisi ile boyandi maviye boyanan jelde boyanmadan kalan bolge aktivite bandidir.

Dogal ve SDS-PAGE elektroforez jel goriintiileri Sekil 6’da verilmistir.
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3

Sekil 6. Elektroforez Jel Goriintiileri 1) Comassie Brillant Blue R 250 Boyama; A: %50
amonyum siilfat ¢oktiirmesi, B: Iyon degisim kolonu eliiati, C: Saf Enzim 2)
Substrat boyama D: % 50 Amonyum Siilfat Coktiirmesi E: Saf Enzim 3) SDS-
PAGE Comassie boyama, F: Ham enzim ekstrakti, G: % 50 Amonyum Siilfat
Coktiirmesi, H: Q sepharose kolonu eliiati, I: Saf enzim, M: Protein standard1 (116
kDa, 66,2 kDa, 45 kDa, 35 kDa, 25 kDa)

SDS-PAGE ile enzimin molekiil agirligr belirlendi. Standart proteinlerin R¢ degerleri
Ma’larinin logaritma degerine karsi grafige gecirildi. Grafik Sekil 7°de verildi. Saflastirilan
enzimin molekiil agirlig1 grafikten 54 kDa olarak hesaplandi.

SDS-PAGE log(Ma)-Rf Grafigi y = 0,8935x + 22144
2 _
26 - R? =0,9587
2 A \\’\
< 1,5
2
g 19
0,5
0 T T T ]
0,2 04 0,6 08 1
Rf

Sekil 7. Standart proteinler log(Ma)-Rs grafigi
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3.6. Saf Enzimin Dowex ve Kitin Uzerine Ayr1 Ayr1 immobilizasyonu

Geobacillus sp.TF14 susundan saflastirilan a-amilaz enzimi, Dowex (1x8 Chloride
form 200-400 Mesh, strongly basic) anyon degistirici matrikse iyonik etkilesimlerle ve
Kitine yiizey adsorbsiyon metoduyla immobilize edilmistir.

Saf enzimin Dowex iyon degistiriciye immobilizasyonu i¢in, 5 g Dowex 10 mL 50
mM pH 8,00 Tris-HCI tamponunda siispanse edildi. Iyon degistiricinin dengeye gelmesi
icin Dowex 15 dk. aym1 tamponunda inkiibe edildi. Daha sonra siispansiyona 0,521 mg saf
enzim ilave edildi. Elde edilen karigim oda sicakliginda magnetik karistiricida yavasca
karistirildi. Karistirma islemine 4 saat devam edildi. Ilgili siire sonunda kat1 destek filtre
kagidindan siiziildii. Baglanmayan enzimlerin yiizeyden uzaklastirilmasi i¢in kati1 destek
ard arda ve her defasinda 5 mL saf su ile yikandi. Yikama islemine siiziintiide protein tespit
edilmeyene kadar devam edildi. Yapilan protein tayini sonucunda, siiziintiilerde toplam
protein miktar1 0,413 mg olarak belirlendi. % Baglanma verimi ise % 21 olarak hesaplandi.

Saf enzim ayrica Kitin toz partikiillerine yiizey adsorbsiyonuyla immobilize edildi.
Bu amagla 3 g Kitin 50 mM pH 8,00 Tris-HCI1 tamponunun 10 mL’sinde siispanse edildi.
Stispansiyona 0,805 mg saf enzim ilave edildi. Elde edilen karisim oda sicakliginda
magnetik karistiricida yavascga karistirildi. Karistirma islemine 6 saat devam edildi. ilgili
sire sonunda toz partikiiller filtre kagidindan siiziildii. Baglanmayan proteinlerin
uzaklastirilmasi i¢in toz partikiiller ard arda ve her defasinda 5 mL saf su ile yikandi.
Yikama islemine siiziintiilerde protein tespit edilmeyene kadar devam edildi. Yapilan
protein tayini sonucunda, siiziintiilerde toplam protein miktar1 0,44 mg olarak belirlendi. %

Baglanma verimi ise % 45 olarak hesaplandi.

3.7. Serbest ve immobilize Enzimlerin Karakterizasyonu
3.7.1. Substrat Spesifitesi
Saf enzimin substrat 6zgiinligiinii belirlemek amaci ile ¢oziiniir nisasta, amiloz, -

siklodekstrin, glukojen ve CM-seliiloz substratlar1 kullanilarak aktivite tayinleri

gergeklestirildi. Sonuglar Tablo 9’da verilmistir.
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Tablo 9. TF14 Amilazina ait substrat- % bagil aktivite degerleri

Substrat % Bagil Aktivite
Nisasta 100
Amiloz 12
B-Siklo Dekstrin 4
Glikojen 3
CMC 0

3.7.2. Enzim Aktivitesi Uzerine pH’1n Etkisi

Serbest ve immobilize enzimlerin en iyi aktivite gosterdigi pH’y1 belirlemek
amacityla pH 2,20-8,00 araliginda 50 mM Mcilvaine tamponlart ve pH 9,00-11,00
araliginda ise 50 mM Glisin-NaOH tamponlar1 kullanildi. Aktivite tayinleri 3 paralel
olacak sekilde yapildi. Sonuglar hesaplanarak grafige gegcirildi. TF14 Amilazina ait pH- %
bagil aktivite grafigi Sekil 8’de, immobilize enzimlere ait pH - % Bagil Aktivite grafigi

Sekil 9°da verildi.
Optimum pH
100 -
w 80
=
§ 60 -
2 40 4
m
=
20 A
0 .
0 2 4 6 8 10 12
pH

Sekil 8. TF14 a-Amilazi pH-%bagil aktivite grafigi

Sekil 8’den de goriildiigii gibi serbest enzim en yiiksek aktiviteyi pH 9,00’da
gostermistir. pH 5,00°da ekstra bir tepe noktast goriilmektedir. Bundan sonraki

calismalarda optimum pH 9,00 olarak kullanilmistir.
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Sekil 9. Immobilize enzimlere ait pH-%bagil aktivite grafigi

Sekil 9’dan da goriildiigii lizere Dowex iyon degistiriciye immobilize edilen enzim
en yliksek aktiviteyi pH 10,00°da gostermistir. Kitin yiizeyine immobilize edilen enzim ise

en yiiksek aktiviteyi pH 9,00’da gostermistir.

3.7.3. Enzim Aktivitesi Uzerine Sicakh@in Etkisi

Serbest enzimin aktivitesi iizerine sicakligin etkisini belirlemek amaciyla 55-95 °C,
immobilize enzimlerin aktivitesi iizerine sicaklifin etkisini belirlemek amaciyla 55-100 °C
araliginda farkli sicakliklarda aktivite tayinleri gerceklestirildi ve aktiviteler hesaplandi. %
Bagil aktivite sicaklik grafigi cizilerek serbest ve immobilize enzimlerin en 1yi aktivite
gosterdigi sicaklik belirlendi. TF14 amilazina ait Sicaklik- % Bagil Aktivite grafigi Sekil

10’da, immobilize enzimlere ait Sicaklik % Bagil aktivite grafigi Sekil 11°da verilmistir.

Optimum Sicaklik

100
80
60
40
20
0 - T T T T '
45 55 65 75 85 95

Sicaklik °C

% Bagil Aktivite

Sekil 10. TF14 a-Amilaz: sicaklik-%bagil aktivite grafigi



47

Yapilan aktivite tayinleri neticesinde enzimin en yiiksek aktiviteyi 75 °C’de

gosterdigi belirlendi.
Optimum Sicaklik

100 ~
o 80
=
< 60 1 —&— Dow ex
B 40 —=— Kitin
@
X 904

0 ; ; ; ; .
50 60 70 80 90 100
Sicaklik

Sekil 11. immobilize enzimlere ait sicaklik-%bagil aktivite grafigi

Hem Dowex iyon degistirici kat1 destege hem de kitin ylizeyine immobilize enzimin

optimum sicaklig1 95 °C olarak belirlendi.

3.7.4. Enzim Aktivitesi Uzerine Protein Miktarmin EtKisi

Serbest enzimin maksimum aktivite gosterdigi optimum protein miktarint belirlemek
icin daha once belirlenen optimum sartlarda ve sabit substrat miktarina karsilik proteinin
degisen miktarlarinda (4,4-53 pg/mL) reaksiyon karisimlart hazirlanarak aktivite tayinleri
gerceklestirildi. Aktivite tayinleri {i¢ paralel olacak sekilde gerceklestirildi. Elde edilen
sonuglar grafige geg¢irilerek enzimin doygunluga eristigi noktadaki protein miktar

bulundu. Grafik Sekil 12°de verilmistir.
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Sekil 12. TF14 Amilazi iizerine protein konsantrasyonunun etkisi

Grafikten enzimin en etkin aktivite gosterdigi protein konsantrasyonu yaklasik 18
pg/mL olarak belirlendi. Bundan Sonraki agamalarda reaksiyon ortamina 18 pg/mL olacak

sekilde enzim ¢ozeltisi ilave edildi.

3.7.5. Enzim Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonunun EtKisi

Serbest enzim, Dowex ve kitine immobilize enzim aktivitelerinin substrat
konsantrasyonu ile degisimini incelemek amaciyla sirasi ile %0,025-%2,0 , %0,005-%2,0
ve %0,02-%2,0 aralifinda degisen substrat konsantrasyonlarinda reaksiyon karigimlar
hazirlandi. Aktivite tayinleri daha dnce belirlenen optimum sartlarda ve ii¢ paralel olacak
sekilde gerceklestirildi. Elde edilen aktivite degerleri grafige gecirilerek serbest enzime ve
immobilize enzimlere ait substrat doygunluk egrileri elde edildi. Elde edilen veriler
kullanilarak Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi. Grafiklerden kinetik parametreler olan
Vmaks V& K degerleri hesaplandi. Serbest enzim ve immobilize enzimler i¢in Lineawaver

Burk Grafikleri sirast ile Sekil 13-15’te verilmistir.
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Lineweaver-Burk Grafigi y =7E:05x +0,0002
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Sekil 13. TF14 Amilazi Lineweaver-Burk grafigi

Serbest enzim Michaelis-Menten kinetigine uyum gostermektedir. Enzimin kinetik
parametreleri olan Vs Ve Ky degerleri, ¢izilen Lineweaver-Burk grafiginden sirasi ile

5000 U/mg protein ve % 0,35 olarak belirlenmistir.

y = 2E-05x + 0,0003
R? =0,997

Lineawaver-Burk Grafigi
0,004 -

1V

-50 0 50 1/[S] 100 150 200

Sekil 14. Dowex’e immobilize enzim i¢in Lineweaver-Burk grafigi
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Lineawaver-Burk Grafigi y =0,0002x +0,0004
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Sekil 15. Kitine immobilize enzim i¢in Lineweaver-Burk grafigi

Cizilen Lineweaver-Burk grafiklerinden, Dowex iyon degistirici kat1 destege ve kitin
ylizeyine immobilize enzimin kinetik parametreleri olan Vmas Ve Ky, degerleri sirasi ile

3333,33 U/mg, % 0,067 ve 2500 U/mg, % 0,5 olarak belirlendi.

3.7.6. Isil Kararhliginin Incelenmesi

Isil kararlilig1 belirlemek amaciyla serbest enzim 4 °C’de, 55 °C’de, 75 °C’de ve 90
°C’de nihai olarak 72 saat bekletildi. 6., 24., 48. ve 72. saat sonunda aktivite tayinleri
belirlenen optimum sartlarda ii¢ paralel olarak gercgeklestirildi. % Kalan aktiviteler,
herhangi bir 6n inkiibasyon islemi uygulanmamis saf enzimin optimum sartlarda belirlenen

aktivite degeri ile karsilastirilarak hesaplandi. Sonuglar Sekil 26’da verilmistir.

Isil Kararhiik —e—4%C
—8|—55°C
140 - ——75°C
120 —e—90°C
2
= 100
i 80 -
> 60
©
D 40
>
20 1
0 T T T T T T T |
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Zaman (Saat)

Sekil 16. TF14 Amilazi 1s1l kararhilik grafigi
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Grafikten goriildiigii tizere 4 °C, 55 °C ve 75 °C’de nihai olarak 72 saat bekletilen

serbest enzim bu sicakliklarda aktivitesini biiyiik oranda korumustur.

Immobilize enzimlerin 1s11 kararliliklari, 4 °C’de ve optimum sicaklik degerlerinde

zamana karsi incelendi. Bu amagla immobilize enzimler 4 °C’de ve optimum sicaklik
degerlerinde nihai olarak 72 saat bekletildi. 4, 12, 24, 48 ve 72. saatler sonunda optimum

sartlarda aktivite tayinleri gerceklestirildi. Kalan aktiviteler, herhangi bir 6n inkiibasyon

islemi uygulanmamis immobilize enzimin optimum sartlarda belirlenen aktivite degeri ile

karsilastirilarak hesaplandi. Sonuglar Sekil 17 ve Sekil 18°de verildi.

Dowex'e immmobilize enzim -4
Isil Kararlilik Grafigi —=—95°C
120 1
LI0Ry g
S v v o &
2 g0 e
£ &0
< 60
§’ 40
® 20
0 ; ; ; .
0 20 40 60 80
Siire
Sekil 17. Dowex’e immobilize enzim 1s1l kararlilik grafigi
Kitin'e immobilize Enzim +—4°C
Isil Kararhilik Grafigi —m 95 °C

% Bagil aktivite

120
100

N O
[N eNeNe)

o

20

40 60 80

Zaman(Saat)

Sekil 18. Kitin’e immobilize enzim 1s1l kararlilik grafigi

Her iki kat1 destege de immobilize edilen enzimin, hem depolama sicakligi olan 4

°C’de hem de optimum sicaklik degeri olan 95 °C’de 72 saat inkiibasyon sonucu

aktivitesini bliylik oranda korudugu goriilmektedir.
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3.7.7. pH Kararhhiginin Incelenmesi

Serbest enzimin pH kararliligini incelemek amaciyla, optimum pH tamponlar ile
serbest enzim uygun oranlarda karistirildi. Elde edilen enzim tampon karisimlarinin bir
kismi ile enzim aktiviteleri optimum sartlarda belirlendi. Kalan karigimlar 4 °C’de
bekletilerek belli araliklarla aktivite tayinleri gerceklestirildi. Elde edilen sonuglar
kiyaslanarak enzimin kararliligi % Kalan aktivite olarak belirlendi. Sonuclar Sekil 19°da

verilmistir.

pH Kararlihgi pH5
—=—pH9

100 %
80 -
60 -
40

% Bagil Aktivite

20

0 10 20 30 40 50

Zaman (Saat)

Sekil 19. TF14 Amilaz1 pH kararlilik grafigi

Sekilden de goriildiigii tizere serbest enzim pH 5,00’da 48 saat sonunda aktivitesini
%65 oranin da korudugu, pH 9,00°da ise 48 saat sonunda %50 civarinda kalan aktiviteye
sahip oldugu belirlenmistir.

Immobilize enzimlerin pH kararliliklar1 optimum pH degerlerinde zamana kars
incelendi. 4, 8, 12, 24 ve 48. saatler sonunda aktivite tayinleri gerceklestirildi. Kalan
aktiviteler, herhangi bir 6n inkiibasyon iglemi uygulanmamis immobilize enzimin optimum
sartlarda belirlenen aktivite degeri ile karsilastirilarak hesaplandi ve grafige gegcirildi.

Grafikler Sekil 20 ve Sekil 21°de verildi.
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Dowex'e immobilize enzim —e—pH4
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Sekil 20. Dowex’e immobilize enzim pH kararlilig1 grafigi

Kitin'e immobilize enzim
pH Kararliligi Grafigi
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Sekil 21. Kitin’e immobilize enzim pH kararlilig1 grafigi

Dowex iyon degistiriciye immobilize edilen enzim optimum pH degerinde 48 saat
sonunda aktivitesini %50 oraninda korudugu sekilden goriilmektedir. Kitin’e immobilize

enzim optimum pH degerinde 48 saat sonunda aktivitesini %50 civarinda korudugu

sekilden goriilmektedir.

3.7.8. Enzim Aktivitesi Uzerine Baz1 Kimyasallarin Etkisi

Serbest enzimin aktivitesi lizerine metal iyonu etkisini incelenmek amaciyla; Ca®,
Co%, cu®', Fe*, ng+, Mgz+, Mn?*, Ni*" ve Zn?* iyonlart reaksiyon karigiminda SmM
olacak sekilde aktivite tayinleri gergeklestirildi. Sonuglar metal iyonu igermeyen
denemeden elde edilen sonugla karsilastirilarak metal iyonlarinin enzim aktivitesi {izerine

etkisi incelendi. Aynm1 zamanda SDS, Triton X100, Triton X114, Tween 20 ve EDTA gibi
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bazi kimyasallarin da enzim aktivitesi iizerine etkisi incelendi. Aktivite tayinleri {i¢ paralel
olarak gerceklestirildi ve ortalama deger alinarak hesaplamalar yapildi. Sonuglar Tablo
10°da verildi.

Tablo 10. Serbest enzim aktivitesi iizerine baz1 kimyasallarin etkisi

Metal Iyonu U/mg % Bagil Aktivite
Kontrol 171+0,061 100
Ca** 295+0,012 173
Co* 800,040 47
cu® 70,007 4
Fe”* 99+0,025 58
Hg** 84+0,019 49
Mg** 63+0,020 37
Mn?* 3+0,006 2
Ni%* 111+0,014 65
zn? 90+0,006 52
EDTA 155+0,033 91
Triton X100 890,006 52
Triton X114 77+0,015 45
Tween 20 82+0,014 48
SDS 94+0,020 55

Tablo 10°dan da goriildiigii tizere Ca?* enzimi aktive ederken diger metal iyonlari
enzimi inhibe etmislerdir. Ozellikle Mn?* ve Cu?* enzim aktivitesini neredeyse tamamen
durdurmustur.

Immobilize enzimlerin aktivitesi {izerine metal iyonlar1 ve bazi kimyasallarm etkisini
incelemek amaciyla; Ca®*, Co®*, Cu®, Fe*, ng+, Mgz+, Mn?*, Ni** ve zn®* iyonlar1
reaksiyon karisiminda 5 mM olacak sekilde aktivite tayinleri gerceklestirildi. Sonuglar
metal iyonu icermeyen denemeden elde edilen sonugla karsilastirilarak metal iyonlarinin
enzim aktivitesi tizerine etkisi incelendi. Ayn1 zamanda SDS, Triton X100, Triton X114,
Tween 20 ve EDTA gibi baz1 kimyasallarin da enzim aktivitesi lizerine etkisi incelendi.
Aktivite tayinleri {i¢ paralel olarak gergeklestirildi ve ortalama deger alinarak hesaplamalar

yapildi. Sonuglar Tablo 11°de verildi.
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Tablo 11. Immobilize enzimlerin aktivitesi iizerine baz1 kimyasallarim etkisi

Dowex'e immobilize enzim Kitine immobilize enzim

Metal Iyonu U/mg % Bagil Aktivite U/mg % Bagil Aktivite
Kontrol 5123+0,025 100 2593+0,012 100
ca® 5271+0,014 103 2270+0,031 88
Co* 5467+0,021 107 1463+0,014 56
cu** 258+0,013 5 1221+0,032 47
Mg** 5467+0,026 107 1159+0,021 45
Ni%* 5236+0,024 102 1903+0,031 73
Fe? 5716+0,032 112 1567+0,044 60

Mn** 530,003 1 18+0,005 1

Zn* 5458+0,028 107 1447+0,016 56
Hg* 5440+0,023 106 2849+0,070 110
EDTA 3627+0,016 71 1531+0,065 59
TritonX100 |4916+0,040 96 956+0,020 37
TritonX114 | 4249+0,017 83 354+0,018 14
Tween20 | 3120+0,036 61 317+0,009 12
SDS 5743+0,026 112 633+0,030 24

Mn?* ve Cu?® iyonlarinin Dowex iyon degistiriciye immobilize edilen enzimi
neredeyse tamamen inhibe ettigi, Cu**’nin kitine immobilize enzimin aktivitesini yarl

yartya azalttig1 tablodan goriilmektedir.

3.7.9. immobilize Enzimlerin Tekrar Kullamlabilirliginin Belirlenmesi

Immobilize enzimlerin tekrar kullanilabilirligi ardi ardina 15 6lgiim almarak
belirlendi. ik 8l¢iim degeri % 100 kabul edilerek sonuglar degerlendirildi. Bulgular Sekil
22’de verildi.
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Sekil 22. Immobilize enzimlerin tekrar kullanilabilirligi

Immobilize enzimlerin optimum sartlarda 15 6l¢iim sonunda aktivitelerinde ciddi bir

degisiklik olmadig1 belirlendi.

3.7.10. ince Tabaka Kromatografisi

Geobacillus sp. TF14’ten saflastirilan enzimin % 1 nisasta ile 2 saat reaksiyona
sokulmasi sonucu aciga cikan pargalanma triinlerini tespit etmek amaciyla TLC yapildi. Elde

edilen goriintii Sekil 23’de verildi.

Sekil 23. %]1°lik nisastanin saf enzimle reaksiyonu sonucu olusan
par¢alanma {rlnleri, 1: Glukoz, 2: Maltoz, 3:
Maltotrioz, 4: Maltotetroz 5: 6 saat hidroliz tiriinleri, 6:
12 saat hidroliz tirtinleri



4. SONUCLAR VE TARTISMA

a-Amilazlar, nisasta molekiillerindeki a-(1—4) glikozidik baglar icten ve rastgele
hidrolizleyerek, dekstrinler, oligosakkaritler, maltoz ve glukoz agiga ¢ikaran enzimlerdir.
Diinya 6l¢eginde, ticari enzim piyasasinda a-amilazlar % 25 payla piyasanin dortte birlik
kismina sahiptir. Amilazlar klinik, medikal, analitik kimyanin yani sira nisastanin
sakkarifikasyonunda, tekstil ve gida endiistrisi, deterjan sanayi ve firincilik gibi genis bir
endiistriyel yelpazede uygulama alanina sahiptirler [39]. Bir¢ok endiistriyel uygulama igin
1s1] kararlt ve yiiksek sicakliklarda aktivite gosteren a-amilazlara ihtiyag vardir. Glinlimiiz
ticari piyasasinda 1sil kararli a-amilazlar Bacillus suslarindan elde edilmektedir [40].
Cesitli alanlarda kullanilmak iizere piyasada ticari olarak farkli organizmalardan elde
edilen farkli enzimler mevcut olmakla birlikte, bunlar arasinda en ¢ok tercih edilenler,
pratikteki eldelerinin kolaylig1, yiiksek aktiviteleri ve ekstrem sartlardaki kararliliklarindan
dolay1 mikrobiyal ve termofilik orijinli olanlardir. Endiistriyel olarak ozellikle 1siya
dayanikli enzimlerin eldesi olduk¢a 6nemli oldugundan termofilik organizmalardan enzim
izolasyonu, karakterizasyonu ve immobilizasyonu {izerine ilgi gittik¢e artmaktadir.

Bu calismada ticari potansiyelli ve endiistriyel bir enzim olan a-amilaz enzimi, yeni
izole edilmis termofilik bir bakteri olan Geobacillus sp.TF14 susundan saflastirildi.
Saflagtirilan enzimin biyokimyasal karakterizasyonu yapilarak, enzim farkli destek
maddelerine immobilize edildi. Immobilize enzimlerin de biyokimyasal karakterizasyonu
yapilarak sonuglar hem serbest enzimle hem de literatiir verileri ile kiyaslandi.

Geobacillus sp.TF14 susunun frettigi o-amilaz enzimi kolon kromatografisi
teknikleri kullanilarak saflastirildi. Amonyum siilfat ¢oktlirmesinin ardindan uygulanan
iyon degisim ve hidrofobik etkilesim kromatografisi sonucu enzim 17,11 kat saflagtirildi
(Tablo 8). Yeni izole edilen bir fungus olan Aspergillus oryzae strain S2’den a-amilaz
enziminin, amonyum siilfat ¢oktiirmesi, jel filtrasyon kromatografisi ve iyon degisim
kromatografisi teknikleri ile 16,1 kat saflastirildig rapor edildi [41]. Yapilan bir calismada,
Bacillus methylotrophicus P11-2 susundan o-amilaz enziminin amonyum  siilfat
coktiirmesi, iyon degisim kromatografisi ve jel filtrasyon kromatografisi teknikleri ile 13,1
kat saflastirildigi bildirildi [42]. Bacillus licheniformis ASO8E susundan a-amilaz
enziminin hidrofobik etkilesim ve jel filtrasyon kromatografisi teknikleri ile 14,5 kat

saflastirildigr rapor edildi [39]. a-amilaz enziminin, Bacillus licheniformis NH1’den 3,08
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kat[40], Bacillus clausii BT-21’den 18,5 kat, Chryseobacterium taeanense TKUO0O1’den 5
kat, Marinobacter sp. EMB8’den 76 kat [43] saflastirildigi rapor edildi.

Saflastirilan enzim elektroforetik olarak analiz edildiginde, dogal elektroforez sonucu
yapilan aktivite boyamasinda tek bir aktivite bandi ve Comassie Brillant Blue R-250 ile
boyanan jelde ise tek bir protein bandi gorildi (Sekil 6). Bu durum enzimin
saflagtirilldigini desteklemektedir. Denatiire sartlarda gergeklestirilen SDS-PAGE sonucu
54 kDa molekiil agirhiginda tek bir bandin varligi gozlendi (Sekil 6). Literatiirde o-
amilazlarin molekiil agirliklarinin 12,5 ile 160 kDa arasinda degistigi bilidirilmektedir
[44]. Bacillus licheniformis ASO8E’den saflastirilan a-amilaz enziminin 55 kDa [39],
Bacillus licheniformis NH1’den klonlanarak saflastirilan a-amilaz enziminin 59 kDa [40],
Aspergillus Oryzae S2’den saflastirilan iki amilaz izoformunun 42 kDa ve 50 kDa [41],
Bacillus methylotrophicus P11-2’den saflastirilan o-amilaz enziminin 44 kDa [42]
biiyiikliigiinde oldugu bildirildi.

Endiistride enzimlerin kullaniminda en biiyiikk problem, onlarin iiretimleri,
depolanmalar1 ve endiistriyel proseslerde maruz kaldiklar1 denatiire edici sartlardir. Bu
sartlar enzimlerin kararliliklarini olumsuz etkilemektedir. Enzimlerin inert kati destek
materyallerin yiizeyine immobilizasyonu onlarin operasyonel kararliliklarini artirma
amaciyla en cok basvurulan yoldur. Immobilize enzimlerin serbest enzimlere oranla
reaksiyon tirlinleri tarafindan daha az denatiire edilmeleri, dogal olmayan substratlara olan
secicilikleri ve daha iyi operasyonel sartlara sahip olmalari immobilizasyonu, enzimlerin
kararliliklarin1 artirmak i¢in en ¢ok tercih edilen metod yapmustir [45]. Saflastirilan enzim
Dowex iyon degistiriciye % 21 ve kitin ylizeyine % 45 verimle immobilize edildi. Divinil
benzen-stiren polimer tiirevi olan Dowex’in, yiiksek iyon degisim kapasitesine sahip
olmasi, kimyasal olarak kararli olmasi, mekanik direngliligi ve toksik olmamasi gibi bir¢ok
avantaj1 onu enzim immobilizasyonu i¢in uygun bir tasiyict yapmaktadir. 60 yildan fazla
bir zaman diliminde endiistride yogun kullanimi olan Dowex’e ksilanaz, B-ksilozidaz,
dekstranaz, proteaz, a-amilaz, pektinaz ve lipaz gibi ¢esitli enzimlerin immobilize edildigi
bildirildi [46]. Ayrica kitin ve onun deasetil tiirevi olan kitosan, kolay ve ucuz elde
edilmeleri, biyo bozunur olmalari, toksik olmamalari, agir metalleri selatlayic1 6zellige
sahip olmalari, inert ve suda ¢6zlinmez olmalart ve enzim immobilizasyonu i¢in uygun
yiizeye sahip olmalar1 gibi bir¢cok avantajlarindan dolayr immobilizasyon ¢alismalarinda
siklikla tercih edilen kati1 destek materyalleridir [30]. Gupta ve arkadaslar tarafindan, a-

amilaz enziminin Dowex MAC-3 iyon degistiriciye % 88 verimle immobilize edildigi
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bildirildi [47]. Bacillus subtilis I’den aseton ¢oktiirmesi ile kismi saflastirilan a-amilaz
enziminin kitin yiizeyine % 15,4 ve Dowex 1X4 CI" formuna % 5,3 verimle immobilize
edildigi bildirildi [48]. Fluka(Germany)’den temin edilen ticari a-amilaz enziminin
biyosensor dizayni i¢in kitin yiizeyine % 62,9 verimle immobilize edildigi rapor edildi
[49].

Geobacillus sp.TF14’ten saflastirilan a-amilaz enzimi en yiiksek aktiviteyi ¢oziiniir
nisasta substrat1 varliginda gostermistir (Tablo 9). CM-seliilloz varliginda enzim aktivite
gostermemistir. Amilazlar nisasta, amiloz, amilopektin, glikojen, a ve B siklodekstrinler ve
pullulan gibi bir ¢ok substrata etki edebilirler. Genel olarak amilaz enzimleri igin en iyi
substratin nigasta oldugu rapor edildi [8].

Serbest enzim aktivitesi lizerine pH’nin etkisi incelendiginde enzimin en yiiksek
aktiviteye pH 9,00 olan Glisin-NaOH tamponun’da sahip oldugu goriildii (Sekil 8). Grafik
incelendiginde, pH 5,00°da enzim aktivitesinin ikinci bir tepe noktasina sahip oldugu ve
enzimin noétral pH civarindaki aktivitesinin ise olduke¢a diisiik oldugu goriilmektedir. Bu
durum enzimin iki farkli pH optimumuna sahip oldugunu goéstermektedir. Literatiirde
amilazlarin katalitik merkezinde histidin, asparagin, glutamik asit gibi polar ve
iyonlagabilir amino asitlerin oldugu bildirilmektedir. Bu amino asitlerin hem enzimin
katalitik merkezinin olusumuna katildigi hem de enzimin substrata bu amino asitler
tizerinden baglandigi bildirilmektedir [17]. Enzimlerin substratlarina baglanmalari hidrojen
bagi, iyonik etkilesimler gibi zayif etkilesimlerle gergeklesmektedir ve bu etkilesimler
ortam pH’sina olduk¢a bagimlidirlar. Enzimin iki farkli pH da yiiksek aktivite gostermesi
enzimin aktif merkezinin bu pH’larda substratla daha iyi etkilesebilecegi veya katalitik
siirece katilabilir formda olabilecegi ile agiklanabilir. Park ve arkadaslari tarafindan
yapilan bir ¢alismada, yeni izole edilen Paenibacillus sp. HPL-001 susundan, 996 baz cifti
ihtiva eden bir gen klonlandi ve E.coli’de ekspres edildi. Gen {iriiniiniin bir ksilanaz enzimi
oldugu, enzimin pH 5,0-11,0 araliginda aktif ve pH 5,5 ve pH 9,5 gibi iki pH optimumuna
sahip oldugu rapor edildi [50]. Pandey ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada,
A.niger’den fitaz enzimi kodlayan bir genin klonlanarak Kluyveromyces lactis’te ekspres
edildigi bildirildi. Ekspresyon sonrasi saflastirilan enzimin optimum pH’st 2,5 ve 5,5
olarak rapor edildi [51]. Achbergerova” ve Naha’lka tarafindan yapilan bir ¢aligmada ise
SP0O0224 geninin Ruegeria pomeroyi’den klonlanarak E.coli’de ekspres edildigi ve gen
iriinii olan polifosfat kinaz 2 homolog proteininin pH 8,0 ve pH 10,0 olan iki pH

optimumuna sahip oldugu bildirildi [52]. Geobacillus sp. LH8’den saflastirilan a-amilaz
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enziminin optimum pH degerinin pH 5,0 ve pH 7,0 oldugu bildirildi [53]. Amilazlar pH
2,0 ile pH 12,0 arasinda genis bir skalada aktivite gosterebilirler. Bacillus suslarindan elde
edilen bir ¢ok amilaz i¢in optimum pH degerinin pH 5,0 civarinda oldugu bildirildi [44].
Bununla birlikte alkali pH da ytiksek aktiviteye sahip bir ¢ok amilaz enzimi de literatiirde
bildirilmektedir [39, 48, 49]. Geobacillus sp.TF14’ten saflastirilan a-amilaz enziminin hem
asidik hem de bazik pH’larda yiiksek aktivite gosteriyor olmasi, bu enzimin nisasta
hidrolizi, deterjan katkisi, kagit ve tekstil gibi bir¢ok endiistriyel proses i¢in uygun bir
enzim olabilecegini gostermektedir.

Dowex iyon degistiriciye immobilize edilen enzimin aktivitesi lizerine pH nin etkisi
incelendiginde, immobilize enzimin en yiiksek aktiviteyi pH 10,00°da gdosterdigi ve pH
4,00’da ikinci bir pH optimumuna sahip oldugu gériilmektedir (Sekil 9). Serbest enzim
notral pH civarinda nispeten diisiik bir bagil aktiviteye sahipken, immobilizasyon sonucu
nétral pH civarinda enzimin bagil aktivitesinde bir artis oldugu da goriilmektedir. Kitin
yiizeyine immobilize edilen enzimin aktivitesi iizerine pH’ nin etkisi incelendiginde ise
serbest enzimle kitine immobilize enzimin benzer pH-Aktivite profiline sahip oldugu
goriilmektedir (Sekil 9). Kitin yiizeyine immobilizasyon enzimin optimum pH degerinde
bir degisiklige sebep olmamakla birlikte denenen biitin pH degerlerinde enzim
aktivitesinin serbest enzime kiyasla arttigi da goriilmektedir. Sureshkumar ve Lee
tarafindan yapilan bir ¢aligmada, Sigma-Aldrich firmasindan temin edilen Bacillus sp.
ticari a-amilaz1 magnetik kitin partikiillerine immobilize edildigi bildirildi. Magnetik kitin
partikiilerine immobilize enzimin optimum pH degerinin serbest enzime kiyasla ¢ok
degismedigi rapor edildi [54]. El-Benna ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada
Bacillus subtilis’ten kismi olarak saflagtirilan o-amilaz enziminin Dowex ve Kitin
partikiillerine immobilize edildigi bildirildi. Dowex’e immobilize enzimin optimum pH
degeri pH 7,0’dan pH 6,0’a degistigi kitin partikiillerine immobilize enzimin optimum pH
degerinin ise degismedigi rapor edildi [55]. Bacillus subtilis’ten kismi saflastirilarak kitine
immobilize edilen enzimin optimum pH degerinin pH 6,0’dan pH 5,25’e degistigi bildirildi
[48]. Immobilizasyon sonucu enzim pH 4,0 ve pH 10,0 gibi ekstrem pH’larda yiiksek
aktivite gostermektedir. Bu sonug, immobilize enzimin serbest enzime gore daha ekstrem
sartlarda dahi aktif olabildigini gostermektedir.

Serbest enzim aktivitesi iizerine sicakligin etkisi incelendiginde enzimin en yiiksek
aktiviteye 75 °C’de sahip oldugu goriilmektedir (Sekil 10). Ileri sicakliklarda dahi enzimin
%50’ye yakin bir bagil aktiviteye sahip oldugu da sekilden goriilmektedir. Termofilik
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organizmalardan elde edilen amilaz enzimlerinin optimum sicaklik degerlerinin 55 — 85 °C
arasinda degistigi bildirilmektedir [8]. Bacillus sp.ANT-6 susundan kismen saflastirilan
amilaz enziminin en yiiksek aktiviteyi 80 °C’de gosterdigi bildirildi [11]. Arikan tarafindan
yapilan bir ¢alismada, Bacillus sp. A3-15 susundan kismen saflastirilan amilaz enziminin
en yiiksek aktiviteyi 70 °C’de gosterdigi bildirildi [56]. Bacillus subtilis JS-2004’den
saflagtirilan a-amilaz enziminin optimum sicakliinin 70 °C oldugu bildirildi [56].
Saflastirilan enzimin optimum sicaklik degerinin, Bacillus suslarindan saflastirilan birgok
enzimden daha yiiksek ve literatiir verileriyle uyumlu oldugu goriilmektedir. Nisasta
hidrolizi ile glukoz suruplarinin iiretiminde jelatinlestirme (gelatinization) 100-110 °C ve
stvilagtirma  (liquefaction)  prosesleri  80-90 °C  gibi  yiiksek  sicakliklarda
gerceklestirilmektedir ve nisasta bu islemlerden sonra enzimatik hidrolize tabi
tutulmaktadir. Dolayis1 ile bu sicakliklarda aktif ve kararli amilazlara ihtiyag
duyulmaktadir [57].

Dowex iyon degistiriciye ve kitin ylizeyine immobilize edilen enzimin aktivitesi
tizerine sicakligin etkisi incelendiginde immobilize enzimlerin en yliksek aktiviteyi 95
°C’de gosterdigi goriilmektedir (Sekil 11). Immobilize enzimlerin 100 °C’de dahi % 50
den fazla bagil aktiviteye sahip oldugu da sekilden goriilmektedir. Immobilizasyon sonucu
enzimlerin optimum sicaklik degerlerinde artis oldugu literatiirde bir ¢ok ¢alismada rapor
edilmistir. Kahraman ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada ticari domuz pankreas
amilaz1 cam boncuklara kovalent olarak immobilize edildigi bildirildi. Cam boncuklara
kovalent olarak immobilize edilen enzimin optimum sicaklig1 30 °C’den 50 °C’ye degistigi
bildirildi [58]. El-Banna ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada, B. Subtilis’ten
kismi saflagtirilan o-amilaz enziminin, dowex, Ca-alginat, kitin ve sephadex yiizeyine
immobilize edildigi bildirilmistir. Dowex ve Ca-alginata immobilizasyon sonucu enzimin
optimum sicaklik degerinin 50 °C’den 70 °C’ye degistigi rapor edildi [55]. Bacillus
subtilis’ten kismi saflastirilan a-amilaz enzimi kitin yiizeyine immobilize edildiginde
optimum sicaklik degerinin 45 °C’den 65 °C’ye degistigi bildirildi [48]. Daha 6nce de
ifade edildigi gibi, immobilizasyon enzimlerin operasyonel sartlarda kararliliklarini
artirmaktadir. Immobilizasyon sonucu enzimin optimum sicaklik degeri 75 °C’den 95
°C’ye degismistir. Bu sonu¢ immobilize enzimin nisasta hidrolizi, kagit ve tekstil
endiistrisi i¢in uygun bir aday olabilecegini gostermektedir.

Saflagtirilan enzimin kinetik parametreleri olan Ky, V& Vpas degerleri Lineawaver-

Burk grafiginden sirasiyla % 0,35 ve 5000 U/mg olarak hesaplandi (Sekil 13). K, degeri
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enzimin substratina ilgisinin bir gostergesidir. Enzimler substratlarini iiriine donustiiriirken
reaksiyon bir enzim-substrat ara kompleksi tizerinden gergeklesir. Ky, degeri olusan bu ara
kompleksin kararliliginin bir gostergesidir. Diisiik Ky, degeri gili¢lii bir baglanmayi ifade
eder [1]. Saflastirilan enzim ¢6ziiniir nisasta substrati varliginda nispeten diisiik bir K,
degerine sahiptir. Mehta ve Satyanarayana tarafindan yapilan bir ¢alismada Geobacillus
thermoleovorans’tan a-amilaz enzimi kodlayan bir gen klonlanarak ekspres edildi ve
enzim nikel afinite kromatografisi teknigiyle saflastirildi. Saflagtirilan enzimin Ky, Ve Vmaks
degerlerinin ¢Ozliniir nisasta substrati i¢in sirasiyla 0,315 mg/mL ve 2778 U/mg oldugu
bildirildi [59]. Geobacillus sp.LH8 susundan saflastirilan a-amilaz enziminin ¢oziiniir
nisasta substarti varliginda Ky ve Vpyas degerlerinin sirasityla 3 mg/mL ve 6 pmol/dk
oldugu rapor edildi [53]. Anoxybacillus flavithermus’tan saflagtirilan a-amilaz enziminin
Km Ve Vmas degerlerinin sirasiyla 0,005 mM ve 3,5 pmol/dk oldugu bildirildi [24].
Bacillus subtilis’ten saflastirilan a-amilaz enziminin Ky, ve Vs degerleri sirasyla 8,3
mg/mL, 10 pmol/dk.mL oldugu bildirildi [55]. Literatiirle kiyaslandiginda Geobacillus
sp.TF14 susundan saflagtirilan enzimin, bu giine kadar rapor edilen bir ¢ok a-amilaz
enziminden daha kiiglik bir Ky, degerine sahip oldugu goriilmektedir.

Immobilizasyon sonucunda enzimlerin Vs degerleri serbest enzimlere kiyasla
azalir. Dowex ve kitin’e immobilize edilen enzimlerin Vs Ve Ky, degerleri sirasiyla
3333,33 U/mg , % 0,067 ve 2500 U/mg, % 0,5 olarak belirlendi (Sekil 14 ve Sekil 15).
Bacillus lichenifomis 44MB82-A’dan elde edilen a-amilaz enzimi Dowex iyon
degistiriciye immobilize edildiginde enzimin kinetik parametreleri olan Vs Ve Ky
degerlerinin sirasiyla 0,46 mM/s.g, 6,7 mg/mL olarak belirlendigi rapor edildi [60]. NOVO
(Bagsvaerd, Denmark) firmasindan temin edilen Bacillus licheniformis ticari a-amilazinin
Dowex MAC 3 iyon degistiricye immobilize edildigi ve immobilize enzimin kinetik
parametreleri Viyas Ve Kn degerlerinin sirasiyla 4373 U/mg ve % 0,14 oldugu bildirildi
[48]. Bacillus subtilis’ten kismi olarak saflastirilan a-amilaz enziminin Viyaus Ve Kny
degerlerinin serbest enzim, Dowex ve kitin’e ayr1 ayr1 immobilize edilen enzimler i¢in
sirastyla 10 U/mg ve 8,3 mg/mL, 25 U/mg, 16,66 mg/mL ve 11,11 U/mg ve 9,09 mg/mL
oldugu bildirildi [55]. Vigna radiata’dan saflastirilan a-amilaz enziminin Vs ve Kp
degerlerinin sirastyla 1,63 U/mg, 1,66 mg/mL , Amberlite MB 150 ve kitosan boncuklara
immobilize edilen enzimin Vs Ve Kn degerlerinin ise sirasiyla 0,76 U/mg, 2,77 mg/mL
ve 0,83 U/mg, 5,0 mg/mL oldugu bildirildi [73].
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Saflagtirilan enzimin 1s1l kararlilig1 incelendiginde, enzimin depolama sicakligi olan
4 °C’de 72 saat sonunda aktivitesini hemen hemen tamamen korudugu, enzimin tiretilme
sicakligr olan 55 °C’de 72 saat sonunda aktivitesini yar1 yariya kaybettigi, optimum
sicaklig1 olan 75 °C’de ise 72 saat sonunda aktivitesini biiyiik oranda korudugu belirlendi
(Sekil 16). Ayrica enzimin endistride kullanim sicakligi olan 90 °C’deki kararliligi
incelendi ve bu sicaklikta enzimin 48 saat kararli oldugu, 72. saatte ise aktivitesini bilyiik
oranda kaybettigi de sekilden goriilmektedir. Bacillus laterosporus’dan saflastirilan
enzimin optimum sicakliginin 60 °C oldugu enzimin bu sicaklikta kararli oldugu daha ileri
sicakliklarda ise kademeli olarak aktivitesini tamamen kaybettigi rapor edildi [61]. Bacillus
subtilis JS-2004’den saflastirilan a-amilaz enziminin 70 °C ve 80 °C’de 1 saat inkiibasyon
sonucu aktivitesini tamamen korudugu, ayni sicakliklarda 24 saat inkiibasyon sonucu
enzimin aktivitesini % 50 civarinda kaybettigi, 90 °C’de 1 saat sonunda aktivitesini % 70
civarinda korudugu, 24 saat sonunda enzimin % 40 civarinda kalan aktiviteye sahip oldugu
bildirildi [56]. Anoxybacillus flavithermus’dan saflastirilan enzimin 40 ve 45 °C’de iki saat
kararli oldugu, 55 °C’de 2 saat sonunda aktivitesini % 50 oraninda kaybettigi bildirildi
[62]. Bacillus subtilis ZJ-1’den saflagtirilan o-amilaz enziminin, 70 °C’de bir saat

2

inkiibasyon sonunda aktivitesini tamamen kaybettigi, 5 mM Ca?*’ varliginda ise ayni
sartlarda aktivitesini % 75 oraninda korudugu bildirildi [62]. Marinobacter sp. EMBS8’den
saflagtirilan enzimin 80 °C’de yarillanma Omriiniin 80 dk. oldugu bildirildi [40].
Geobacillus thermoleovorans’tan klonlanarak saflagtirllan rekombinant a-amilaz
enziminin, 70 °C ve 80 °C’de bes saat inkiibasyon sonucunda % 50 kalan aktiviteye sahip
oldugu, 90 °C’de ise bes saat inkiibasyon sonunda enzimin biiyiik oranda aktivitesini
kaybettigi bildirildi [58]. Literatiirle kiyaslandiginda Geobacillus sp.TF14 susundan
saflagtirlan a-amilaz enziminin, termofilik Bacillus suslarindan saflastirilan a-amilazlarin
bircogundan daha kararli oldugu goriilmektedir. 75 °C ve 90 °C gibi yiiksek sicakliklarda
enzimin uzun siire kararli olmasi, saflastirilan enzimin 1s1l kararli bir enzim oldugunu
gostermektedir ve bu sonu¢ enzimin yiiksek sicaklik gerektiren bircok endiistriyel proses
icin uygun bir enzim olabilecegini ortaya koymaktadir.

Immobilize enzimlerin 1s1l kararliliklar1 depolama ve optimum sicaklik degerlerinde
zamana kars1 incelendi. Dowex’e immobilize edilen enzimin, depolama sicaklig1 olan 4
°C’de ve optimum sicaklig1 olan 95 °C’de 72 saat bekletildiginde aktivitesini biiyiik oranda
korudugu belirlendi (Sekil 17). Kitin’e immobilize enzimin 1s1l kararlilig1 incelendiginde,

hem 4°C’de hem de 95 °C’de 72 saat nihai bekletme sonucu enzimin aktivitesini biiyiik
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oranda korudugu belirlendi (Sekil 18). Bacillus subtilis’ten kismi saflagtirilarak Dowex ve
kitine ayr1 ayri immobilize edilen a-amilaz enziminin 60 °C’de bir saat inkiibasyon sonucu
aktivitesinin % 50’den fazlasim kaybettigi bildirildi [55]. Ticari olarak temin edilip capraz
bagl seliiloz boncuklar (CELBEADS)’a immobilize edilen B. Licheniformis a-amilazinin
55 °C’de 24 saat inkiibasyonu sonucu serbest enzimin aktivitesini %75 oraninda korudugu,
immobilize enzimin aktivitesinin degigsmedigi bildirildi [63]. Bacillus subtilis I’den aseton
¢oktiirmesi ile kismi saflastirilan a-amilaz enziminin DEAE-seliiloz ve kitine immobilize
edildigi, immobilize enzimlerin 60 °C’de bir saat sonunda aktivitelerini biiyiik oranda
korudugu, 70 °C’de bir saat sonunda ise sirasiyla % 15 ve % 85 kalan aktiviteye sahip
olduklart bildirildi [48]. Sigma (St Louis, MO, USA) firmasindan temin edilen ticari
Bacillus sp.o-amilazinin, N-izopropilakrilamit (NIPAAm) polimer matrikse immobilize
edildigi, serbest ve immobilize enzimin 70 °C’de 35 dk inkiibasyon sonuncu sirasiyla %33
ve % 46 kalan aktiviteye sahip oldugu bildirildi [64]. Aspergillus sclerotiorum’dan elde
edilen a-amilaz enziminin Ca-alginat boncuklara immobilize edildigi, immobilize enzimin
60 °C’de yarilanma Omriiniin 164 dk oldugu rapor edildi [65]. S. D. Fine-Chem
Ltd.(Mumbai, India) firmasindan temin edilen Aspergillus oryzae ticari a-amilaz enziminin
Ca-agar mikrokapsiillere immobilize edildigi, immobilize enzimin 75 °C’de yarilanma
omriiniin 17 dk oldugu bildirildi [66]. Literatiirle kiyaslandiginda Geobacillus sp.TF14
susundan saflastirlarak Dowex ve kitin’e immobilize edilen a-amilaz enziminin bir ¢ok
immobilize enzimden daha kararli oldugu goériilmektedir. Daha 6nce de ifade edildigi gibi
immobilizasyon enzimlerin ekstrem sartlarda ki kararlhiliklarini artirmada en cok tercih
edilen bir yoldur. Her iki immobilizasyon sonucu enzimin 1s1l kararliliginin serbest enzime
kiyasla (90 °C’de 24 saatten 95 °C’de 72 saate degisim) daha yiiksek olmasi bu gercekle
ortiismektedir.

Saflagtirilan enzimin pH kararliligt optimum pH degerlerinde zamana karsi
incelendiginde, pH 5,0 ve pH 9,0’da 12 saat sonunda enzimin % 80 aktivitesini korudugu,
48 saat sonunda ise pH 5,0’da enzim aktivitesini % 70 oraninda korurken bu degerin pH
9,0 i¢in % 50 civarinda oldugu belirlendi (Sekil 19). Geobacillus thermoleovorans’tan
klonlanarak saflastirilan rekombinant a-amilaz enziminin, pH 5,0’da 20 saat inkiibasyon
sonunda aktivitesini biiylik oranda korudugu, 24 saat inkiibasyon sonunda aktivitesinde %
50’ye yakin bir azalma oldugu ve daha ileri inkiibasyon siirelerinde aktivitesini biiyiik
oranda kaybettigi bildirildi [58]. Bacillus subtilis JS-2004’ten saflastirilan a-amilaz

enziminin pH 5,0 ile pH 10,0 araliginda farkli tamponlarda 24 saat inkiibasyonu sonucu
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enzimin bu pH’larda aktivitesini biiylik oranda korudugu bildirildi [56]. Anoxybacillus
flavithermus’tan saflastirilan a-amilaz enziminin pH 6,0, pH 7,0 ve pH 8,0 tamponlarinda
bir saat inkiibasyon sonunda aktivitesini korudugu, ii¢ saat nihai inkiibasyon sonunda pH
6,0’da % 80, pH 7,0 ve pH 8,0’de ise % 60 civarinda kalan aktiviteye sahip olugu rapor
edildi [24]. Bacillus subtilis ZJ-1’den saflastirilan a-amilaz enzimi pH 3,0 ile pH 9,0
arasinda farkli tamponlarda 40 °C’de bir saat bekletildiginde, pH 3,0 ve pH 4,0’da
aktivitesini biiylik oranda kaybettigi, pH 5,0’da aktivitesini % 80 oraninda korudugu, diger
pH’larda ise aktivitesinde ciddi bir degisiklik olmadig: bildirildi [62]. Bacillus sp. YX-
1’den saflastirilan a-amilaz enziminin, pH 4,5 ile pH 11,0 arasinda farkli tamponlarda 40
°C’de bir saat bekletildiginde pH 5,0’da % 80 ve diger pH’larda farkli oranlarda
aktivitesini korudugu rapor edildi [67]. Geobacillus sp. TF14’ten saflastirilan a-amilaz
enzimi pH 5,0 ve pH 9,0’da hem yiiksek aktiviteye sahip hemde bu pH’larda uzun siire
kararliligin1 korumustur. Bu sonug literatiirle kiyaslandiginda saflastirilan enzimin Bacillus
suslarindan saflastirilan bir ¢ok enzimden daha kararli oldugunu ortaya koymaktadir.

Immobilize enzimlerin pH kararliliklar1 da optimum pH degerlerinde zamana karsi
incelendi. Dowex’e immobilize enzim pH 4,0 ve pH 10,0 tamponlarinda 12 saat
bekletildiginde immobilize enzim %70 civarinda aktivitesini korudugu, 48 saat sonunda ise
her iki pH’da da enziminin aktivitesini % 40 civarinda korudugu belirlendi (Sekil 20).
Kitine immobilize enzimin, 12 saat sonunda pH 5,0 ve pH 9,0°da aktivitesini biiyiik oranda
korudugu, 24 saat sonunda her iki pH’da yar1 aktiviteye sahip oldugu ve 48 saat sonunda
immobilize enzimin her iki pH’da da yaklasik % 40 oraninda aktivitesini korudugu goriildii
(Sekil 21). Sigma (USA) firmasindan temin edilen ticari Bacillus sp. a-amilazinin akrilik
kat1 destek materyallerine immobilize edildigi ve immobilize enzimin pH 3,5-8,0
araliginda bir saat siireyle kararli oldugu bildirildi [68]. Domuz pankreas amilazinin cam
boncuklara kovalent olarak immobilize edildigi, immobilize enzimin pH 6,9 da 4 °C’de 5
giin kararli oldugu bildirildi [57]. Immobilize enzimlerin pH kararliliklar1 12 saat
inkiibasyon sonunda serbest enzimden daha yiiksek oldugu goriilmektedir.

Amilazlarin ¢ogu metalo enzimlerdir. Aktiviteleri, yapisal uyumlar1 ve kararliliklart
icin metal iyonuna ihtiya¢ duyabilirler. Baz1 metal iyonlarinin enzim aktivitesi iizerine
etkisi incelendiginde, 6zellikle Mn?* ve Cu® iyonlarinin enzim aktivitesini tamamen
durdurdugu, Ca?*’nin enzim aktivitesini yaklagik iki kat artirdigi ve EDTA’nin ise enzim
aktivitesini azalttig1r goriilmektedir (Tablo 10). Co?, Mgz+ ve Hg2+ iyonlarinin ise enzim

aktivitesini yar1 yariya azalttigi da tablodan goriilmektedir. Triton X100 ve Tween 20 gibi
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deterjanlarin varliginda dahi serbest enzimin aktivitesini yar1 yariya korudugu belirlendi.
Bacillus laterosporus’dan saflastirilan a-amilaz enziminin Mg?* tarafindan % 50 oraninda
inhibe edildigi bildirildi [24]. Bacillus subtilis JS-2004’den saflastirilan enzimin, Mg®",
Ni?*, Fe**, Mn?*, Zn**, Co**, Cu®*, Hg?* iyonlar! tarafindan farkli oranlarda inhibe edildigi
bildirildi. Ayrica Ca®"’nin enzim aktivitesini artirdigi da rapor edildi [56]. Bacillus sp.
KSM-1378’den saflastirilan o-amilaz enziminin, Ni?*, Zn®**, Cd** ve Hg* iyonlari
tarafindan sirasiyla % 88, %91, %100 ve %100 oranlarinda inhibe edildigi bildirildi [69].
Geobacillus sp. LH8 den saflastirilan a-amilaz enziminin, Mg®*, Ni**, Zn**, Cu®*, Fe** ve
EDTA tarafindan farkli oranlarda inhibe edildigi, 10 mM konsantrasyonda Ca®"’nim ise
enzim aktivitesini yaklagik iki kat artirdig: bildirildi [55]. Geobacillus thermoleovorans’tan
klonlanarak ekspres edilen o-amilaz enziminin 5 mM nihai konsantrasyonda Fe®*
varliginda % 80 aktivitesini korudugu, Ni¥, Mn?*, Cu*, Hg* iyonlar1 varliginda ise
enzimin tamamen inhibe oldugu bildirildi [58]. Marinobacter sp. EMB8’den saflastirilan
enzimin, % 0.1 (w/v) konsantrasyonda SDS, Tween 80 ve Triton X-100 deterjanlari ile bir
saat muamele edilmesi sonucunda % 75 oraninda aktivitesini korudugu bildirildi [40].
Bacillus subtilis ZJ-1’den saflastirilan o-amilaz enziminin, cu®* iyonu tarafindan inhibe
edildigi, Ca*”’nin enzim aktivitesini artirdigi, EDTA’min enzim aktivitesini azalttigi ve
Mgz+, Fe?*, Mn?*, Zn**, Co* iyonlarinin ise enzim aktivitesi lizerine ciddi bir etkisi
olmadigi bidirildi [62]. Bacillus sp. A3-15’den saflastirilan a-amilaz enziminin, 5 mM
Ca?* tarafindan % 30 oraninda aktive edildigi, 5 mM EDTA’nin enzim aktivitesini % 5
azalttigl, % 1 SDS varliginda enzimin % 82 oraninda aktivitesini korudugu bildirildi [7].
Divalent metal iyonlar ile alfa-amilaz molekiilleri arasindaki ilgi enzim kaynagina gore
degismekle beraber Geobacillus sp. TF14’ten saflastirilan a-amilaz enziminin Ca®* iyonu
tarafindan artirildigi, bunun disindaki iyonlar tarafindan ise farkli oranlarda inhibe edildigi
gorilmiistiir. Ca?* iyonunun saflastirilan enzimin giiglii bir aktivatorii oldugu soylenebilir.
Farkli kaynaklardan elde edilen a-amilazlarin deterjanlar ve organik ¢oziiciiler icerisinde
farkli aktiviteler gosterdigi bildirilmektedir. Kullanilan deterjanlarin Geobacillus sp.
TF14’ten saflastirilan enzimin aktivitesini yar1 yariya diisiirdiigii tespit edilmistir.
Immobilize enzimlerin aktivitesi {izerine ayn1 metal iyonlarinin etkisi incelendiginde,
Mn** ve Cu*”’nin immobilize enzimlerin aktivitelerini de tamamen durdurdugu
goriilmektedir (Tablo 11). Dowex iyon degistiriciye immobilizasyonun, Co?*, Mg*" ve
Hg** iyonlarmin inhibisyon, Ca**"nin ise aktivasyon etkisini ortadan kaldirdig1 da tablodan

goriilmektedir. Dowex’e immobilizasyon sonucu deterjanlarin  varlifinda enzim
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aktivitesinde serbest enzime oranla ciddi bir artis olmustur. Dowex’e immobilize enzimin,
SDS, Triton X100, Triton X114 ve Tween 20 varliginda sirasiyla % 112, %96, % 83 ve %
61 kalan aktiviteye sahip oldugu goriildii. Kitinin agir metalleri selatlama 6zelligi oldugu
daha once ifade edilmisti. Kitin’e immobilize enzim Hg** varliginda aktivitesini tamamen
korudugu belirlendi (Tablo 11). Denenen diger biitiin metal iyonlarinin kitin’e immobilize
enzimi farkli oranlarda inhibe ettigi de tablodan goriilmektedir. Ayrica SDS ve Triton
X100 varliginda immobilize enzimin, bagil aktivitesini yaklasik % 30 civarinda korudugu
belirlendi. Bacilli izolatlarindan elde edilen ve poliglisidil metakrilat boncuklara
immobilize edilen o-amilaz enziminin, %5 konsantrasyonda SDS ve Triton X100
varliginda aktivitesinde 6 kat artis oldugu, ayrica Mg®*, Fe?*, Mn?*, Cu®** ve Hg*
iyonlarmin immobilize enzimi farkli oranlarda inhibe ettigi bildirildi [70]. Aspergillus
niger’den elde edilen a-amilaz enziminin glutaraldehit modifiye polianiline immobilize
edildigi ve immobilize enzimin Ca2+, Fe2+, Zn** ve Cu®* iyonlar1 tarafindan farkli oranlarda
inhibe edildigi bildirildi [71]. Dowex’e immobilize edilen enzimin deterjanlar
mevcudiyetindeki aktivitesinin serbest enzime nazaran yliksek olmasi enzimin bu destek
maddesi ile etkilesimi sonucu deterjanlara kars1 kararliliginin arttigini géstermektedir. Hem
serbest enzim hem de literatiir verileriyle kiyaslandiginda, Dowex’e immobilize enzimin
SDS, Triton X100, Triton X114 ve Tween 20 gibi deterjanlar varliginda yiiksek aktivite
gostermesi Dowex immobilize enzimin deterjan endiistrisi i¢in potansiyel olabilecegini
gostermektedir.

Immobilize enzimlerin tekrar kullamlabilirligi incelendiginde hem Dowex’e hem de
kitine immobilize enzimin ard arda alinan 15 6l¢tim sonucu aktivitesinde degisim olmadigi
belirlendi (Sekil 22). Ticari olarak temin edilen a-amilaz enziminin polianilin-polivinil
alkol filme immobilize edildigi ve immobilize enzimin 30 6l¢iim sonunda % 60
Aktivitesini korudugu rapor edildi [72]. N-izopropilakrilamit (NIPAAm) polimere
immobilize edilen o-amilaz enziminin pes pese 12 Ol¢iim sonucunda % 54 oraninda
aktivitesini korudugu bildirildi [64]. Ca-agar mikrokapsiillere immobilize edilen a-amilaz
enziminin 6 6l¢iim sonucu aktivitesini % 22 oraninda kaybettigi bildirildi [66]. Her iki kat1
destege immobilize edilen enzimin tekrar kullanilabilirligi literatiirde bildirilen birgok
immobilize enzimden daha 1yi oldugu goriilmektedir. Bu sonu¢ immobilize enzimin siirekli
proseslerde kullanima uygun olabilecegini ortaya koymaktadir.

Saflastirilan enzimin substrati ile etkilesimi sonucu ana iiriin olarak maltotetroz

olustugu belirlendi (Sekil 23). Maltotetroz disinda daha uzun zincirli oligosakkaritlerin



68

varligi da TLC plakada goriilmektedir. B-amilazlarin nisasta molekiillerini esas olarak
maltoz birimlerine hidrolizledigi, Glukoamilazlarin esas olarak Glukoz agiga ¢ikardigi,
Pullulanaz enzimlerinin ise dallanma boélgelerini hidrolizledigi goz oniine alindiginda, elde
edilen sonug¢ saflastirilan enzimin endo aktivite gosteren bir enzim oldugunu
desteklemektedir. Literatiirde farkli zincir uzunluguna sahip oligo sakkarit aciga ¢ikaran

bir ¢ok a-amilaz rapor edilmistir [39,40].



5. ONERILER

Enzim endiistrisi, modern biyoteknolojik araclarin da kullanimi ile birgok {iretim
isleminin gelistirilmesine dnemli derecede katki saglamaktadir. Daha az miktarda enerji, su
ve hammadde tiiketimi ile daha az atik ve g¢evresel kirlilik bu teknolojinin hedeflenen
yararlar1 arasindadir. Enzim teknolojilerinin giderek gelismesi, {riinlerin kullanim
alanlariin cesitliligi ve ekonomik degerinin ¢ok yiiksek olmasi nedeniyle, endiistriyel
enzimler ile ilgili yapilan arastirmalar daha da onem kazanmaktadir. Endistride enzim
kullaniminin giin gegtikce yayginlasmasi, ¢ok degisik kaynaklardan enzimlerin saflastirilmasi
ve karakterizasyonunu da beraberinde getirmektedir [N.S]. Enzimlerin ilag, tekstil, kozmetik,
temizlik, gida ve ziraat gibi temel alanlarda kullanimi glintimiizde rutin uygulamalar haline
gelmekle beraber, lilkemiz enzim kullaniminda Avrupa ve Amerika’ya nazaran daha
geridedir. Avrupa’da ve Amerika’da farkli firmalarin tirettigi ticari enzimlerin piyasalarda
olmasina ragmen, yeni ve farkli 6zelliklere sahip enzimlerin kesfi hala sicak bir arastirma
alanidir.

Karadeniz Teknik Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Molekiiler Biyoloji
Anabilim Dal1 arastirmacilarinin  yapmis olduklar1 caligsmalarla, Tiirkiye’deki bazi
kaplicalardan, bazi termofilik bakteriler izole edilmis ve biyokimyasal, morfolojik,
fizyolojik, molekiiler ve DNA hibridizasyonu analizleri ile bu bakterilerin Geobacillus
tiirlerine ait yeni suslar oldugu ortaya konulmustur.

Yapilan bu ¢aligmada, yeni izole edilen bu bakterilerin 7 tanesi a-amilaz iiretme
kapasiteleri agisindan incelendi ve Geobacillus sp. TF14 susundan bu enzim saflagtirilarak
karakterize edildi. Ulkemiz kaplicalarindan izole edilen ve yeni suslar olan termofilik
organizmalardan endiistriyel dneme sahip 1sil kararli enzimlerin elde edilmesi, kendi
kaynaklarimizi kullanmak agisindan olduk¢a 6nemlidir.

Klasik kromatografik metotlarla enzim saflastirmalari, saflastirma verimi ag¢isindan
diisiik etkinlige sahiptir. Ozellikle mikroorganizmalarin enzimleri az miktarda ekspres
ettigi de gbz Oniine alindiginda birkag adimlik saflagtirma prosesi sonucu mikrogram
diizeyinde saf enzim elde edilebilmektedir. Saflastirilan enzimin N-ucundan ve C-ucundan
aminoasit sirast belirlenerek enzimi kodlayan gen icin primerler tasarlanabilir ve bu

primerler kullanilarak enzimi kodlayan gen rekombinant DNA teknigi ile klonlanabilir.



70

Boylece orijinal kaynaginda diisiik seviyede ekspres edilen bu enzim daha diisiik sicakliklarda
ve bol miktarda iiretilebilir hale getirilebilir.

Serbest enzimler siirekli proseslerde kullanima uygun degillerdir ve immobilizasyon bu
noktada etkili bir ¢éziimdiir. Enzimi kodlayan gen klonlanirken, enzimin u¢ bdlgesinde
immobilizasyon icin kullanilacak kati destege afinitesi olan bir grup takilabilir. Ornegin
enzimin ylizeyinde histidin rezidiileri olacak sekilde klonlandiginda, yiizeyinde tiyol grubu
bulunan inert bir kat1 destege kovalent olarak immobilize edilebilir.

Saf enzimin farkli kaynaklardan elde edilen islenmemis nisastalar1 hidrolizleme etkinligi
incelenebilir. Boylece enzimin endiistriyel proseslerde kullanilabilme potansiyeli ortaya
¢ikarilabilir.

Saflagtirilan enzimin tekstil endiistrisinde kullanilabilirligini ortaya koymak agisindan,
nisasta ile muamele edilmis pamuklu dokumalardan enzimin nisasta giderme etkinligi

incelenebilir.
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