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Doktora Tezi
OZET

Anoxybacillus gonensis Z4 Susundan Ekstraseliiler a-Amilazin Saflastiriimasi ve
Karakterizasyonu

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Sevgi KOLAYLI
2012, 91 Sayfa, 6 Sayfa Ek

Bu ¢alismada, yeni bir termofilik bakteri olan Anoxybacillus gonensis Z4 susundan
ekstraseliiler a-amilaz, jel filtrasyon kromatografisi kullanilarak saflastirildi ve karakterize
edildi. Saf enzim, dogal ve SDS-poliakrilamid jel elektroforezlerinde tek bir bant halinde
belirlendi. Optimum o-amilaz aktivitesi, pH’in ve sicakligin bir fonksiyonu olarak,
¢Oziinilir patates nisastasi substrati kullanilarak belirlendi. Enzimin optimum pH’s1, ¢6ziiniir
patates nisastas1 varliginda, 5,5-10,5 arasinda bulundu. Enzimin optimum sicakligi ise,
70 °C olarak belirlendi. Saf enzimin 1s1l kararlilik profili incelendiginde 10 giin sonunda,
+4 °C de aktivitesinin tamamini korudugu, 70 °C* de % 65’ ini korudugu ve 90 °C’ de
aktivitesinin %43’ {linii korudugu goézlendi. Patates nisastasi, amilopektin ve amiloz
substratlar1 igin, Anoxybacillus gonensis Z4 a-amilazinin K, degerleri, Lineweaver-Burk
egrisi yardimiyla, sirasiyla, 0,9 mg/mL, 1,3 mg/mL ve 0,5 mg/mL olarak bulundu. Vpaxs
degerleri ise sirasiyla 833,3 U/mg protein, 1000 U/mg protein ve 769 U/mg protein olarak
belirlendi. EDTA, Hg®*, B4O;% OH’, CN ve iire i¢in hesaplanan 1Cso degerleri sirasiyla
16,5 mM, 15,2 mM, 8,2 mM ve 10,9 mM olarak bulundu. Bu sonuglar, elde edilen
Anoxybacillus gonensis Z4 a—amilazi, 1sil ve pH kararliligi ve diger 6zellikleri agisindan

endiistriyel uygulamalarda kullanilabilecek bir potansiyele sahip oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Anoxybacillus gonensis Z4, Ekstraseliller a-Amilaz, Saflastirma,
Karakterizasyon
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PhD. Thesis
SUMMARY

Purification and Characterization of Extracellular a-Amylase
from Anoxybacillus gonensis Z4 Strain

Nimet BALTAS

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Chemistry Graduate Program
Supervisor: Prof. Sevgi KOLAYLI
2012, 91 Pages, 6 Pages Appendix

In this study, a-amylase, was isolated from a new termophilic bacterium Anoxybacillus
gonensis Z4 using gel filtration chromotography. The purified enzyme was migrated as a
single band on native and SDS-polyacrylamide gel electrophoresis. Optimum o-amylase
activity as a function of pH and temperature was determined using soluble patato starch as
substrate. The optimum pH of the enzyme was found between 5,5 t010,5 in the presence of
soluble patato starch. The optimum temperature was determined at 70°C. When the thermal
stability profile of the purified enzyme was investigated, at the end of ten days, it was
observed that the purified enzyme was extremely stable +4 °C, the enzyme retained over
65 % of its original a-amylase activity at 70°C, the enzyme retained over 43 % of its
original o-amylase activity at 90 °C. The K, values of Anoxybacillus gonensis Z4
a-amylase for soluble starch, amylopectin and amylose substrates were determined
0,9 mg/mL, 1,3 mg/mL and 0,5 mg/mL by Lineweaver-Burk curve, respectively. The
Vmax values of Anoxybacillus gonensis Z4 a-amylase for the same substrates, were
determined 833,3 U/mg protein, 1000 U/mg protein and 769 U/mg protein by Lineweaver-
Burk curve, respectively. 1Cso values of Anoxybacillus gonensis Z4 a-amylase for EDTA,
Hg?*, B,O;, OH", CN" and urea inhibitors were determined as 8 mM, 5,75 mM, 16,5 mM,
15,2 mM, 8,2 mM ve 10,9 mM respectively. It is clear from the present results that the
pH- and thermo- stabilities and other biochemical features of the extracellular enzyme

make it potential for industrial applications.

Key Words: Anoxybacillus gonensis Z4, Extracellular o-amylase, Purification,
Characterization
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

o-Amilaz (EC 3.2.1.1, 1-4-a-glukan glukanohidrolaz) hidrolaz sinifindan bir enzim
olup, nisasta, glikojen gibi polisakkaritleri genelde a-1-4-glikozidik baglarindan hidroliz
ederek c¢esitli uzunluklarda oligosakkaritler olusturur. Bu nedenle de polisakkaritleri
kullanan c¢esitli hayvan, bitki, bakteri ve mantarlarda yaygin olarak bulunurlar. o-
amilazlar, glikozit hidrolazlar olup 13 farkli ailede simiflandirilirlar. a-amilazlar 6nemli
endiistriyel enzimlerden olup gida, meyve suyu, deterjan iiretimi, eczacilik ve tekstil
endiistrilerinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Pazarlioglu, 1999; Telefoncu, 1999; Najafi
vd., 2005).

Amilaz enziminin bugday nisastasi iizerinde pargalayici bir etkisi oldugu 1811 yilinda
Kirchoff tarafindan belirlenmis ancak parcalama etkeni amilaz tanimlanamamistir. Daha
sonra benzer etkiyi insan tiikiirtiglinlin gosterebilecegi 1831 yilinda Leuch tarafindan tespit
edilmistir. 1833” de Payen ve Persoz’un ise malttan nisastayr parcalayan bir maddenin
varligint ortaya c¢ikardiklarim1 ve buna da diastaz adin1 vermisler. 1951°de Berzelius
tikriigiin bu 6zelliginin pityalin tarafindan meydana geldigini sdylemistir. Glinlimiizde tiim
nisasta pargalayan enzimler amilazlar olarak bilinmektedir (Sarikaya, 1995).

Enzimler, canli hiicrelerde iretilen ve organizmadaki tiim reaksiyonlarin 1ilimh
kosullarda gerceklestirilmesini saglayan, bunlar1 diizenleyen protein yapisindaki biyo
katalizérlerdir (Pekin, 1983; Sarikaya, 1995). Insanoglu enzimlerden &nceleri bilingsiz
olarak ekmek, peynir, sirke, bira, sarap gibi bazi gida maddelerinin yapiminda
yararlanmaktaydi, ancak gilinlimiizde pek cok sayida enzim cesitli orgazimalardan
saflagtirilmakta ve karakterize edildikten sonra biyoteknolojiden, klinik biyokimyaya, gida
sanayiinden tekstil kimyasma kadar pek ¢ok alanda fiili olarak kullanilmaktadirlar
(Sarikaya, 1995).

Glinlimiiz  endistrisinde klasik kimyasal yoOntemlerin yerini biyoteknolojik
uygulamalar almaktadir. Biyoteknolojinin de katkisiyla enzimler, bir¢ok endiistriyel
islemleri hem daha i1limli sartlarda gergeklestirilmekte, hem de olusan yan {iriinlerin
cevreye verdikleri zararlar en aza indirgemektedirler. Endiistriyel enzimler, bir kag istisna

hari¢, pH 3-10 ve 25-90 °C (¢ogu 45-55 °C)’ de normal atmosfer basincinda aktivite



gosterirler.

Endiistriyel enzimlerin kullanildig1 proseslerin pek ¢ok avantajlari olmakla birlikte en
biiyilik avantaj diisiik maliyet saglamalaridir. Enzimler normalde substrat agirliginin % 0.1-
1.0°1 kadar kullanildiklarindan islem akisinda katildiklar1 miktar ihmal edilebilir. Ayrica
reaksiyonlar spesifik oldugundan istenmeyen fliriinler azaltilir veya tamamen yok edilir.
Oysa enzimatik olmayan kimyasal teknikte, bircok reaksiyon yiiksek basing, yliksek
sicaklik gibi ekstrem sartlar gerektirdiginden maliyet yilikselmekte ve yan iiriinler
olusabilmektedir. Enzimler, pek cok avantajlara sahip olmalarina ragmen yakin zamana
kadar bazi 6nemli endiistri dallar1 haricinde kullanimlart ¢ok yaygin degildi. Ancak son
yillarda; enzim iiretim, saflastirma, tiirevlendirme teknolojilerindeki ve biyoteknolojideki
gelismelere bagli olarak hizla uygulama alam1 bulmuslardir ve bu giderek artmaktadir.
Enzimlerin sinirli uygulama alanlar1 bulmasinda en énemli etken, enzimlerin saflastirilma
islemlerinin zahmetli ve pahali olmasidir (Sarikaya, 1995).

o—Amilaz enziminin endiistriyel tiretimine ilk kez Japonya’ da 1939 yilinda Bacillus
subtilis kullanilarak baslanmistir. 1970° lerde ise Bacillus subtilis ve Bacillus licheniformis
o—amilaz enzimi iretimi i¢in genis ¢apta kullanilmaya baslanmistir (Sarikaya, 1995).
Bugiin o—amilaz enzim {retiminde kullanilan diger mikroorganizmalar igerisinde
Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Aspergillus candidus gibi bazi funguslar ile
Pseudomonas, Saccharophila, bazi Clostridium ve Bacillus tiirleri ve alt tiirleri sayilabilir.
Fungal a-amilazlar sicaklia bakteriyel a-amilazlara gére daha ¢ok duyarli oldugundan
tizerinde calisilan asil enzim kaynagimi daha ¢ok bakteriyel a-amilazlar olusturmaktadir.
Mikroorganizmalarin biyolojik aktivitelerinin genigligi, besin isteklerinin daha az olmasi
ve Diinya' da bu alanda giderek artan gelismeler bakterilere kars1 ilgiyi iyice artirmistir.

Endiistride kullanilan en 6nemli ham materyallerden biri nisastadir. Nisasta bitkilerde
depo polisakkarit formunda bol miktarda bulunmaktadir ve yiyecek endiistrisinde genis
capta kullanilan glukoz, fruktoz veya maltoz igeren suruplarin iiretimi i¢in olduk¢a ucuz
bir kaynaktir. Nigasta graniillerinde molekiiller i¢ ve ara molekiiler baglar ile polikristalin
fazda yogun bir sekilde paketlenmistir. Bu yiizden soguk suda c¢oziinmezler. Siklikla
kimyasallara ve enzimlere karsi direnglidir. Nisasta endiistrisinde kullanilan biitiin bu
islemler yiiksek enerjiye ihtiya¢c duyar. Bu yiizden nisastay1 temel alan iiriinlerin tiretim
fiyatlar1 artar. Jelatinizasyon isleminde bakteriyal o-amilazlar, sakkarifikasyonda ise
fungal a-amilazlar kullanilmaktadir. Her iki enzim grubunun aktivite gosterdigi pH degeri

degisiktir.



Bakteriyal a-amilazlar bazik, fungal a-amilazlar ise asidik pH’ da maksimum aktivite
gostermektedirler. Jelatinizasyon isleminden sakkarifikasyon islemine gecilirken ortamin
pH’s1 da degistirilmek zorundadir. Bu islemde sonug olarak maliyeti arttirmaktadir (Goyal
vd., 2005).

Tek basamakta ham nisastay1 hidrolizleyen amilaz ile nisastadan elde edilen glukoz,
fruktoz veya maltoz suruplarinin iiretim fiyatlar1 olduk¢a diisiik olacaktir. Son yillarda,
jelatinizasyon islemi olmaksizin ham nisastanin enzimatik sakkarifikasyonu artan bir
Ooneme sahiptir. Kullanilan enerji miktarinin azalmasi ve nisastanin daha etkili kullanilmasi
nisasta endiistrisinde fiyatlar1 diigtirmektedir. Bu durum tek basamakta ham nisastay1 direk
hidrolizliyebilen ve jelatinizasyona ihtiya¢ duymayan amilazlarin arayismin kapisini
acmustir (Goyal vd., 2005).

Bu tiir verilerden yola ¢ikarak iilke ekonomisine katkida bulunmak ve Diinya' daki
gelismelere ayak uydurmak amaciyla bu c¢alismada, Yeni Termofilik Bir Bakteri Olan
Anoxybacillus gonensis Z4 Susunun ekstraseliiler a-amilaz iiretme kapasitesi ve saflastirma
kosullarinin belirlenmesi iizerinde durulacaktir. Ayrica, endiistride daha genis bir kullanim
alan1 bulabilmesi i¢in, termofilik a-amilazin pH ile termal kararlilig1 belirlenecek, bununla
birlikte deterjanlar, ¢esitli iyonlar ve kimyasallar varhiginda oa-amilaz aktivitesinin degisimi

incelenecektir.

1.2. Cahsmanin Amaci ve Pratik Onemi

Isil kararli enzimler olduk¢a yliksek ozgiinliige sahiptirler ve bu sebeple birgok
endiistriyel uygulama i¢in potansiyel olduklari diisiiniilmektedir. Bu tip enzimler yiyecek,
ekmekeilik, kagit, deterjan, ilag, zehirli atiklarin uzaklastirilmasi ve yag sektoriinde yaygin
olarak kullanilmaktadir. Bu tiir enzimler termofilik mikroorganizmalardan elde edilebildigi
gibi cabuk biiyiiyebilen mezofil canlilara, rekombinant DNA teknolojisi yardimiyla
klonlanarak da elde edilmesi miimkiindiir. Bu tiir 6zgiin 1s1l kararli enzimlere endiistride
duyulan ihtiyag, gelecekte bu enzimlerin gelistirilmesi ve uygulama alanlarinin
genisgletilmesini olduk¢a 6nemli hale getirmektedir (Haki ve Raksit, 2003).

Termofilik organizmalar {izerinde yapilan ¢aligmalar sonucu bu organizmalardan elde
edilen enzimlerin mezofilik analoglarina gore daha kararli oldugu kesfedilmistir. Bu
nedenle termofilik bakterilerden enzim izolasyonuna, karakterizasyonuna ilgi giin gectikge

giderek artmaktadir.



Bu calismada, ¢alisma materyali olarak kullanilan ve yeni bir termofilik bakteri olan
Anoxybacillus gonensis Z4 Susu Atatiirk Universitesi Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve
Genetik Boliimii arastirmacilar1 tarafindan Erzurum Ilica Ilge’si kaplicalarindan izole
edilmistir. Calisma amaci olarak, “Anoxybacillus gonensis Z4 Susundan Ekstraseliiler o.-
Amilaz Enziminin Saflastirilmasi ve Karakterizasyonu” ile tekstil, deterjan, kagit,
ekmekgilik ve 6zellikle nigasta sanayi i¢in biiyiilk onem tasiyan sicakliga direngli oi-amilaz
enziminin bol ve ucuz bir sekilde iiretilmesine olanak saglamak amaciyla, saflastirilmasi ve
biyokimyasal olarak karakterize edilmesi hedeflenmistir. Saflastirilacak olan yeni a-
amilaz’in ozellikleri géz Oniine alindiginda ise endiistride kolaylikla kullanim alani

bulabilecegi diisiniilmektedir.

1.3. Amilolitik Enzimler

Nisasta endiistrisi, hidroliz ve modifikasyon amaciyla enzimlerin en ¢ok kullanildigi
alanlardan biridir. Nisasta polimerinin, diger benzer polimerler gibi tamaminin hidroliz
olmasi i¢in enzim kombinasyonlarina ihtiya¢ vardir. Bunlar a-amilaz, glukoamilaz, veya [3-
amilaz ve izoamilaz veya pullulanazi igerirler (Poonam ve Dalel, 1995). Endiistride nisasta
hidrolizinde kullanilan 5 grup enzim vardir;

1. Endo-amilazlar (ig etkili)
2. Ekzo-amilazlar (dis etkili)
3. Dallanmay1 kirict enzimler
4. Izomerazlar
5. Transferazlar
Amilolitik enzimlerin enzim kod numaralari (EC numaralar1) ve baslica substratlar

Tablo 1°de verilmistir.



Tablo 1. Amilolitik enzimlerin enzim kod numaralar1 (EC numaralari) ve baslica substratlari

Enzim EC Domain Baslica substrati
Numarasi
Amilosiikraz 24.1.4 - Siikroz
Siikroz fosforilaz 2.4.1.7 - Siikroz
Glukon dallanma enzimi 24.1.18 ABF Nisasta, glikojen
Siklodekstrin glikozil 24.1.19 AB,CD,E Nisasta
transferaz
Amilomaltaz 24.1.25 A,B1,B2 Nisasta,glikojen
Amilopentoz olusturan amilaz 3.2.1.- A,B,I Nisasta
o-Amilaz 3.2.11 AB,C Nisasta
Oligo (1-6)glukozidaz 3.2.1.10 AB Amilopektin
o-Glukozidaz 3.2.1.20 - Nisasta
Amilopullulanaz 3.2.1.41 ABH,G,I Pullulan
Siklomaltodekstrinaz 3.2.1.54 AB Siklodekstrinler
Izopullulanaz 3.2.1.57 - Pullulan
Izoamilaz 3.2.1.68 AB,F7 Amilopektin
Maltotetroz olusturan amilaz 3.2.1.60 A,B,C,E Nisasta
Siklodekstranaz 3.2.1.70 - Nisasta
Teraloz 6-fosfat hidrolaz 3.2.1.93 - Teraloz
Maltoheksoz olusturan amilaz 3.2.1.98 - Nisasta
Maltojenik amilaz 3.2.1.133 AB,C,D,E  Siklodekstrinler,nisasta
Neopullulanaz 3.2.1.135 AB,G Pullulan
Malto-oligozil teralaz hidrolaz 3.2.1.141 - Teraloz
Malto-oligozil teralaz sentaz 5.4.99.15 - Maltoz

o-amilaz ailesi (glikozil hidrolaz Family 13), nisastanin hidrolizinde rol oynayan bir

sinifi tegkil eder. Bu ailenin birgok iiyesi (B/a)8 katlanmali ¢oklu alt birimlerine sahiptir ve

substrat 0zgilinliigli i¢cin olduk¢a genis bir yapisal esneklikleri vardir (Svensson, 1994;

Henrissat, 1991). Bircok Family 13 iiyesinin primer yapilar1 kiyaslandiginda, ilgili

enzimlerin genis bir sira cesitliliklerinin oldugu ve olduk¢a korunmus 4 kisa (B/a)8

katlanmal1 katalitik bolgesine sahip olduklari belirtilmistir (Henrissat, 1991).

Yapilan deneysel ¢alismalar sonucunda, siklodekstrinaz (CDaz), maltojenik amilaz ve

neopullulanazin Family 13’e dahil oldugu ayrica, siklodekstrin, pullulan ve nisastay1 hizl

bir sekilde hidroliz ettikleri agiga ¢ikmistir. Buna karsilik a-amilazlar, yalnizca nisastayi

hidroliz ederler (Bender, 1993).



I¢ etkili amilazlar, o-amilaz (1,4-a-D-glucanohydrolase; EC 3.2.1.1) olup; amiloz,
amilopektin ve ilgili polisakkaritlerdeki o-1,4 glikozidik baglar1 hidroliz eder fakat
amilopektindeki o-1,6 baglarin1 kiramaz. Hidroliz {irlinleri ¢esitli zincir uzunlugundaki
oligosakkaritlerdir (Sekil 2). Endo-amilazlara ek olarak, transglikozilasyon aktivitesine
sahip, siklodekstrin glikoztransferaz (CGTaz) (EC 2.4.1.19); maltojenik amilaz (EC
3.2.1.133) ve maltooligosakkarit olusturan amilazlar (maltotetroz ve maltohegzoz
olusturan amilazlar) bulunmaktadir (Van der Maarel vd., 2002).

Ekzo-amilazlar, substratin indirgen olmayan ucundan hidroliz gergeklestirirler ve oligo
ve/veya monosakkaritler olustururlar. Ekzo-amilazlardan B-amilaz (EC 3.2.1.2) yalnizca
o—1,4 glikozidik baglarini pargalarken, amiloglukozidaz veya glukoamilaz (EC 3.2.1.3) ile
o-glukozidaz (EC 3.2.1.20), a-1,4 ve «-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
konfigiirasyonlarint o’dan B’ya ¢evirebilirler (Pandey vd, 2000).

Dallanmay1 parcalayict enzimler iki tanedir; Pullulanaz (EC 3.2.1.41) ve izoamilaz
(EC 3.2.1.68). Pullulanaz, pullulandaki o- 1,6 zincirleri iizerine spesifik etkiye sahiptir.
Endiistride glukoamilaz o- veya B-amilaz ile kombine edilerek kullanilir. izoamilaz
amilopektinde yer alan o-1,6 glukozidik baglarini hidrolizler, endiistride glukoamilaz ile
kombine edilerek kullanilir.

Nisasta hidrolizleyen enzimlerin besinci grubunu transferazlar olusturmaktadir. Bu
enzimler verici (donor) bir molekiildeki a-1,4 glikozidik bagini pargalayarak bu molekiiliin
bir kismin1 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 (Van der Maarel vd., 2002). Siklodekstrin glukoziltransferaz (EC 2.4.1.19)
nisastadan hidroliz {irtinii olarak siklodekstrinleri iiretir. Siklodekstrinler alti, yedi veya
sekiz D-glikopiranozil gruplarini igeren indirgen olmayan siklomaltooligosakkaritlerdir
(Maldonado ve Lopez, 1995).

Iki iyi bilinen amilolitik enzim olan Termamyl ve Fungamyl ticari olarak
kullanilmaktadir. Bu enzimler farkli seviyelerde dekstroz igeren suruplarin ve glukoz

surubunun iiretilmesinde kullanilmaktadirlar (Chitradon vd., 2000).
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Sekil 1. Nisasta hidrolizine katilan amilolitik enzimler ve olusan tiiriinler (Bertoldo ve
Antranikian, 2002).



1.3.1. a-Amilazin Yapisi, Aktif Bolgesi ve Kataliz Mekanizmasi

o-amilaz  (1,4-a-D-glucanohydrolase; EC 3.2.1.1) nisastadaki a-1,4 baglarini
hidrolizler. a-Amilaz (EC 3.2.1.1) enziminin nisastay1 hidrolizi ile serbest birakilan
hemiasetal gruplar1 a-optik konformasyona sahip olduklarindan bu enzimlere yaygin
olarak a-amilaz denilmektedir (Windish ve Mhatre, 1965).

o—Amilazlar molekiil agirhiklar1 10 ile 210 kDa arasinda degisen proteinlerdir ve
genelde tek polipeptid zincirinden olusur (Janecek, 1997). Molekiil agirligi 10 kDa ve tek
alt birim olan a-amilaz Bacillus caldolyticus susundan (Grooteoged vd, 1973), 210 kDa
a-amilaz enzimi ise Chloroflexus ourantiacus susundan (Ratanakhanokchai vd, 1992)
saflastirilmistir.

Enzim, aktivite gosterebilmek igin kalsiyum (Ca*®) iyonlarina gereksinim
duydugundan metalloprotein yapisina sahiptir (Manning ve Campbell, 1961). Enzimin
yapisinda bulunan kalsiyum, ekstrem pH ve sicakliklarda pepsin, tripsin, papain gibi
proteazlara karsi enzimin dayanikliligint ve aktivite sirasinda enzimin katalitik bolgenin
yapisinin kararliligini korumasini saglamaktadir.

o-Amilaz 3 farkli bolgeden olugmaktadir (Sekil 2- 3). A bolgesi ailenin diger
tiyelerinde de oldugu gibi (B/o)s tabaka yapisindan olusmustur. Biitiin a-amilazlar da B
bolgesi, A bolgesinin tiglincii B-kirmali tabakasi ile ti¢lincii a-heliksine disiilfit baglariyla
tutunmustur. Genel olarak B bdlgesinin uzunlugu 44 ile 133 aminoasit arasinda degisir. B
bolgesi substrat ve kalsiyum iyonu baglamada rol alir. C bolgesi A bolgesine basit bir
polipeptid zinciriyle baglanmistir ve B kirmal tabakadan olusmaktadir. a-amilazlar Ca*
iyonu igerirler ve bu iyon A ile B bolgesinin arasinda yer alir, hem allosterik aktivator
olarak is goriir hem de katalitik bolgenin yapisinin korunmasinda gorevlidir (Muralikrishna

ve Nirmala, 2005).



B Bélgesi
o\

C Bolgesi

Sekil 2. Bacillus licheniformis a-Amilazinin ii¢ boyutlu yapis1 a—sarmal
ve B kirmali tabakadan olusan A bdlgesi kirmizi renkte, B
bolgesi mavi renkte, C bolgesi yesil renkte, sodyum iyonlar agik

mavi ve kalsiyum iyonlari altin renginde gosterilmistir (Nazmi
vd., 2006)
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Sekil 3. Aspergillus oryzea Taka Amilazin yapis1 ve katalitik amino asitler, daireler o-
heliks yapilari, kareler ise B kirmali yapilanmalar1 gostermektedir (Taniguchi ve
Honnda, 2009)

Aspergillus oryzea’dan saflagtirilan Taka amilaz1 478 amina asitten ve tek polipeptid
zincirinden ibarettir. A bolgesi 1 ile 376 aminoasitler arasinda, B bolgesi 128 ile 201 nolu
aminoasitler arasinda ve C domaini ise 385 ile 478 aminoasitler arasinda yer almaktadir. A
bolgesi diger GH 13 ailesi iiyeleri gibi birbirine benzer sekilde, sekiz biribirine benzer alfa
sarmal ve beta kirmali ¢ifti (B/a)s yapisi iceren katalitik domaindir. Katalitik bolge A ve B
domainin arasinda yer alan bir cep seklindedir. Bolge B ise B kirmali tabakadan
olusmaktadir ve A bolgesi Uliciincii B kirmali tabaka ile {i¢iincii a heliksine disiilfit

baglariyla tutunmustur. Bolge C ise sekiz antiparalel § kirmali tabaka icermektedir.
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Sekil 4. Aspergillus oryzea Taka Amilazin aktif bolge yapisi, substrat olarak baglanan
akarboz indirgen olamayan ucgtan baslayarak numaralandirilmis ve Asp 206,
Glu230 gift daire iginde gosterilmistir (Taniguchi ve Honnda, 2009)

Sekil 4‘te te goriildiigii gibi yaklasik yirmi tane amino asit katalitik cep etrafinda
dizilmistir. Katalitik bolgede bulunan amino asitlerin ¢ogu A bolgesinde ki (B/a)s
katlanma bolgesinde yer alirken, bazilart B bolgesinde bulunur. Katalitik amino asitlerin
iki tanesi; Asp206 dordiincii B-kirmali yapi iizerinde, Glu230 ise besinci B-kirmali yapi
tizerinde bulunmaktadir. Bu aminoasitler ayrica substratin {igiincii glikozidik bagina yakin
yerlesmistir. Aktif bolge cebinde bulunan diger amino asitler ise glukoz birimlerinin
hidroksil gruplariyla hidrojen bagi olustururlar. Biitiin bu etkilesimler substratin

parcalanmasina ve katalitik aminoasitlerin hidroliz reaksiyonuna yardimci olmaktadir.
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Sekil 5. A bolgesi yesil renkte, B bolgesi mor renkte ve C bolgesi mavi renkte
gosterilmistir. Kalsiyum iyonlar1 kirmizi yuvarlak seklinde ve klor iyonu
turunce renkte gosterilmistir. (A) Bacillus licheniformis a-Amilaz (PDB
code 1BLI). Aktif bolgedeki aminoasitler Asp231, Glu261 and Asp328
kirmizi renkte ve L7 yi K7 ye baglayan pileptid zinciri sar1 renkte
gosterilmistir. (B) Bacillus licheniformis a-Amilazin (PDB code 1BAG)
aktif bolgesine bagli maltopentoz substrati sar1 renkte gosterilmistir (Nielsen
ve Borchert, 2000)
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Sekil 5A’ da goriildiigii gibi Bacillus licheniformis o-amilazinin aktif bélgesinde
katalizden sorumlu aminoasitler Asp231, Glu261 ve Asp328’ dir. Aspergillus oryzea Taka
Amilaz’inda bu aminoasitlere denk gelen aktif bolge aminoasitleri Asp-297, Glu-230 ve
Asp-206’ dir. Kataliz sirasinda Asp-206 niikleofil olarak (baz gibi), Glu-230 proton donér
(asit gibi) olarak davranir. Kataliz sirasinda katalitik bolgede Glu-230’un yaninda bir su
molekiilii bulunmaktadir. Katalitik bélge cebinin icinde bulunan Ca*? iyonu Katalitik
aminoasitlerle etkilesim i¢indedir ve reaksiyon sirasinda katalitik bolgenin yapisinin kararli
olmasini saglar (Taniguchi ve Honnda, 2009).

Siklodekstrin  ve pullulan par¢alayan enzimlerin hidroliz ve transglikozilasyon
mekanizmasi, o-amilaz, CGTaz ve dallanmayr pargalayan enzim reaksiyon
mekanizmasiyla benzer oldugu ve c¢ift yer degistirme reaksiyonunu takip ettigi
diisiiniilmektedir (Tao vd., 1989; Kim vd., 1999; Uitdehaag vd., 1999). U¢ karboksilli asit
biriminin kataliz mekanizmasindaki rolii daha onceden bilinmektedir (McCarter ve
Withers, 1996; Matsuura vd., 1984). Taka-amilaz A’nin (TAA) benzerligi kullanilarak,
TAA’nin ~ Asp-328’nin, Glu-230’nun  ve Asp-297’sinin  B. stearothermophilus
neopullulanazinda Asp-206’ya, Glu-357’ye ve Asp-424 karsilik geldigi ve katalitik
birimler oldugu ifade edilmistir (Kuriki vd, 1991). Bu sebeple, Asp-328 (Asp-206, TAA)
niikleofilik kataliz ve Glu-357’nin (Glu-230, TAA) ise asit/baz katalizi fonksiyonunu
yerine getirmektedir. Asp-424’tin (Asp-297 TAA) asit/baz katalizi i¢in uygun protonlayici
olabilecegi ve glukoz halkasiin biikiilmesine sebep olabilecegi veya sudan faydalanarak
C-1 karbonuna niikleofilik saldirida bulunabilecegi ileri siiriilmektedir (Sekil 7). Yakin
zamanlarda bu teori, par¢galanmamis substrat veya ara reaksiyonlardaki kovalent baglanmis
tirevleri iceren CGTaz komplekslerinin X-ray yapilari incelenerek giiclii bir sekilde
desteklenmistir (Uitdehaag vd., 1999). Bacillus licheniformis susundan elde edilen a-
amilazin aktif bolgesinin alt kisminda yani alt birimin N-terminal bolgesiyle sinirli ve diger
alt birimin (B/o)8-katlanmasiin oldugu bolgede ekstra bir bosluk oldugu gozlenmistir
(Kim vd., 1999). Bu bosluk (ekstra seker-baglanma bolgesi olarak tanimlanir), mono- veya
disakkaritlerin yerlesmesi i¢in uygun bir bolgedir ve alici birim olarak suyla yarisarak

substrata saldirir.
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Sekil 6’ daki reaksiyonda da goriildiigii gibi birinci basamakta niikleofil substratin
anomerik karbonuna saldirtyor ve niikleofil oksijeni ile anomerik karbon kovalent
baglaniyor ve B konfigiirasyonda gecis iirlinli olusuyor. Protonunu kaybeden proton dondr
ikinci basamakta su molekiiliiniin protonuna saldirirken, aktiflesen su molekiilii anomerik
karbona saldirmakta ve a-glukoz monosakkariti olusmaktadir.

Amilaz enzimlerinin reaksiyonlar1 sulu ortamda gergeklestigi i¢in doniisiimsiiz oldugu
disiiniilmektedir.  Retaining  reaksiyon = mekanizmasin1i  katalizleyen  enzimler
transglikolizasyon reaksiyonunu katalizleyebilirler. Sekil 6’daki reaksiyonda su molekiilii
yerine sekerlerin ve alkollerin hidroksil gruplar1 yer alabilir ve bdylece transglikolizasyon
reaksiyonu gerceklesir (Taniguchi ve Honnda, 2009).

B —Amilaz ve Glukoamilaz ise a (1-4) glikozidik bagini hidroliz reaksiyonunu kataliz
ederken reaksiyonda aktiflesen su molekiilii substrata kovalent baglandigi i¢in bu enzimler

transglikolizasyon reaksiyonu katalizleyemezler (Taniguchi ve Honnda, 2009) .

1.4. a-Amilaz iceren Organizmalar ve Yapilan Calismalar

Cesitli mikroorganizmalardan elde edilen, ham nisastayr direk hidrolizedebilen o-
amilazlarin pH, sicaklik, molekiil agirligi, termostabilitesi ve diger fizikokimyasal
parametreleri farklilik ve benzerlik gostermektedir. Bazi mikroorganizmalardan
saflagtirilan hiicre i¢i veya hiicre dist a-amilaz enzimini saflagtirma yontemleri ve
saflagtirilan enzimin biyokimyasal 6zellikleri Tablo 2’de verilmistir.

B.licheniformis (Meer, 1972) ve B.stearahermophilus tarafindan iiretilen termostabil
enzimler yiiksek sicakhiga dayaniklidir. Nisastayr islemede kullanilan jeletinizasyon ve
stvilasma basamaklar1 olmaksizin ham nigastayr hidroliz eden o-amilazlar farkli fungal
(Michelena ve Castillo, 1984; Okolo vd., 2000), ve bakteriyal (Lin vd., 1998; Demirkan
vd., 2005) tiirlerden elde edilmistir.

Bacillus licheniformis CUMC305 ekstraseliiler a-amilaz1 212 kat ve % 42 verimle
saflagtirilmigtir.  Saflastirilan enzim 90 °C* de ve pH 9 da en yiiksek aktivitesini
gostermistir. Ayrica enzim aktivitesini 100 °C’ de 1 giin sonunda %91 oraninda
korumustur. Enzimin aktivasyon enerjisi 5,1 10*° J/mol olarak hesaplanmis ve molekiil
agirlign 28 kDa olarak bulunmustur. Na*,Ca*?, ve Mg"® iyonlarinin enzim aktivitesini
arttirdigr, Hg",Cu*?, Ni*?, Zn*?, Ag*, Fe™?, Co*?, Cd*?, AI*® ve Mn*? iyonlari inhibitor etkisi

gostermistir. Sistein, indirgenmis glutatyon, tiyoiire, f-merkaptoetanolamin ve sodyum
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gliserol fosfat ilavesinde enzim ayni aktiviteyi korurken, p-kloromerkuribenzoik asit ve
sodyum iyodo asetat enzimi inhibe ettigi gozlenmistir. Amilaz 30 °C’ de EDTA ile
muamele edildiginde oldukca aktivitesini korudugu fakat 90 °C° de EDTA ile 1sitildig
vakit enzim biitliin aktivitesini kaybettigi gozlenmistir. Saf enzimin ¢Oziinlir nisasta,
amiloz, amilopektin ve glikojen substratlarin1 bagil hidroliz oranlari sirasiyla 1,27, 1,8,
1,94 ve 2,28 mg/mL olarak bulunmustur. Bu substratlarin hidrolizinin V. degerleri ise
0,738, 1,08, 0,8 ve 0,5 mg maltoz/dak olarak hesaplanmistir (Krishnan ve Chandra., 1983,
Tablo 2).

Lactobacillus plantarum A6 ekstraseliiler a-amilazi, % (50-70) amonyum siilfat
coktiirmesi ve ardindan dietil amino etil iyon degisim kolonu kullanilarak 35,6 verimle
19,5 Kat saflastirilmistir. Saflastirilan enzimin molekiil agirligi 50 kDa, optimum pH’ s1 5,5
ve optimum sicakligi 55 °C bulunmustur (Giraud, vd., 1993, Tablo 2).

Streptococcus bovis JB1 ekstraseliiler a-amilazi, % 70 amonyum siilfat ¢oktiirmesinin
ardindan jel filtrasyon kromotografisi ve iyon degisim kromotografisi yoOntemleri
kullanilarak % 50 verimle 6,9 kat saflastirilmistir. Saflastirilan enzimin molekiil agirhig 77
kDa optimum pH’ s1 6,0, optimum sicaklig1 50 °C, izoelektrik pH’ s1 4,5 ve Ky, degeri 0,88
mg/mL olarak bulunmustur ( Freer, S.N., 1993, Tablo 2)

Thermococcus profundus DT5432 ekstraseliller a-amilazi % 80 (NH4)2SO4
¢oktiirmesinin ardindan, DEAE-Toyopearl 650 ve Superdex 200 HR yontemleri
kullanilarak %26 verimle 816 kat saflastirilmistir. Saflastirilan enzimin molekiil agirligi 42
kDa optimum pH’ s1 5,5, optimum sicakligi 90 °C ve Ky degeri 2,3 mg/mL olarak
bulunmustur (Chung vd., 1995, Tablo 2).

Bacillus mojavensis A21 ekstraseliiller a-amilazi, jel filtrasyon ve iyon degisim
kromotografik yontemleri kullanilarak %11 verimle 15,3 kat saflastirilmistir. Saflastirilan
enzimin molekiil agirhigi 58 kDa optimum pH’ s1 6,5 ve optimum sicakligi 80 °C olarak
bulunmustur (Hmidet, vd., 2010, Tablo 2).

Bacillus subtilis KIBGE HAS ekstraseliiler o-amilazi, amonyum siilfat ¢oktiirmesinin
ardindan jel filtrasyon kromotografik yontemi kullanilarak 9%96,3 kat saflastirilmigtir.
Saflagtirilan enzimin molekiil agirligi 56 kDa, optimum pH’ s1 7,5 ve optimum sicaklig1 50
°C olarak bulunmustur. Ky, degeri 2,68 mg/mL Vpa degeri ise 1773 U/mL olarak
bulunmustur (Bano, vd., 2011, Tablo 2).



Tablo 2. Bazi mikroorganizmalardan a-amilaz enzimini saflastirma yontemleri ve enzimin biyokimyasal 6zellikleri

Mikroorganizma Saflagtirma Y 6ntemi Saflagtirma Mr (kDa) | Optimum Km Inhbitér pl Referans
Katsayisi/ pH/sicaklik | (mg/mL)/
Verim (°C) Vmax

Bacillus subtilis AX20 % 70 (NH,4),SO,, Sefadex G-50, | 37,5/24,2 149/ 79 6/60 3,3/- Hg, Ag,Cu - Najafi vd., 2005
Nisasta Afinite Kromotografisi,
Sephacryl S-400

Bacillus licheniformis % (20-80) (NH,4),SO,, Nisasta | 230 /51 58 6,8 /60 - - - Rao vd., 2005
Afinite Kromotografisi

*B. licheniformis CUMC | % 65 (NH,),SO,;, CM-Seliiloz | 212 /42 28 7-9/90 1,274/0,738 | Hg2+,Cu2+,EDT | - Krishnan ve

305 (pH 6,4) mgglukoz/m | A, NalAc,Co+2, Chandra., 1983

Idak Al3+

B. licheniformis NH 1 % (40-60) (NH,4),SO,4, Sephadex | 3,08 /15,09 58 5-10 /90 - B,O7, EDTA, | - Hmidet vd.,
G-100 Jel Filt., Sepharose mono PMSF 2008
Q Anyon degisim

Bacillus sp. ferdowsicous | %(20-80) (NH,)2SO0q, iyon | 23/15,3 53 45/70 - Hg2+,Zn2+EDT | - Asoodeh  vd.,
degisim kromotografisi A, 2010

Bacillus sp. KR-8104 Iyon degisim ve hidrofobik | 34 /12,8 59 3,5/75 - - - Sajedi vd., 2005
etkilesim kromotografisi

*Lactobacillus % (50-70) (NH,4),SO,, DEAE | 19,5/35,6 50 5,5/65 2,38 /- iyot, asetik asit - Giraud vd.,

plantarum A6 kolon kromotografisi 1993

Bacillus flavothermus % 80 (NH,4),S0,, Q Sefaroz iyon | 2,22/15,4 - 5,5/60 2,2/ - - Bolton vd.,
degisim kromotografisi 1997

Bacillus % 80 (NH4),SO,;, Q Sepharose | 3,87/ 16,7 52 6 /55 -/351U/mg | - - Demirkan

amyloliguefaciens fast flow( iyon degisim) vd.,2005

Bacillus sp. A3-15 Etanolle ¢Oktiirme, Nisasta afinite | - 80/60,5 11/70 - EDTA, PMSF, | - Arikan, B., 2008
kolonu Zn** SDS

Bacillus sp. 1-3 Kismi saflastirma - - 7/70 -/642 U/mL | EDTA - Goyal vd., 2005

Bacillus licheniformis % (20-80) (NH4),SO,4 Nisasta | 230/- 58 Rao, vd., 2005
afinite kolonu

Bacillus sp. IMD435 a-siklodekstrin sefaroz 6-B 744/65 63.0 6/60 - - 5.6 | Hamilton vd.,

1999

Bacillus sp. IMD434 Asetonla ¢oOktiirme, fenil-sefaroz | 266/- 69.2 6/65 N- 5.9 | Hamilton vd.,

CL-4B bromosiiksinimid, 1999

LT



Tablo 2’nin devami

protein min

Bacillus sp. HUTBS62 % 60 (NH4),SO,4, jel fitrasyon | 22.7/11.6 54.2 4,4/90 - Al-Quadan vd.,
sefadeks G-100, DEAE iyon Cu2+, Zn** 2012
degisim
Bacillus sp. WN 11 % 60 (NH,),SO,, DEAE | Amyl 65/13 5,5/80 Fe3+, Hg2+, Mamo vd., 2001
Sefaroz,Sefadeks G-75 Amyll Cu2+
40,7/9,5
B. licheniformis NCIB | DEAE seliiloz DE52 33/66 62-65 7-10/70 Morgan
6346 vd.,1981
B. subtilis % 60 (NH4),SO,4 Sefaril-S200 | 9/17 48.0 7/50 3.845/585.1 | Hg2+, Fe3+, Al3+ Marco vd.,1996
HR (pH 8.0),
B. stearothermophilus NH4),SO,, igerisinde ¢oziinir | - 59 6/80 14/- Cd2+,Cu2+Hg2_, | 8,8 | Vihinen
ATCC nisasta adsorbsiyonu, DEAE Pb2+, Zn2+6 M vd.,1990
12980 seliiloz, ultrafiltrasyon ire, Na2+, B.S.A.
B. subtilis 65 Sefaril S-300, CM Sefadeks C-50 | 30.85/24.8 - 6-9/60 - Cu2+,Fe3+,Mn2+ Hayashida
,Hg2+,Zn2+ Ph2+ vd.,1988
LAI3+, Cd2+,
Ag2+, EDTA
Pseudomonas stutzeri Liyofilizatorle konsantre, % 25 | 1.036/_/ 12,5 8/47 - - - Robty vd., 1971
(NH,4),S0,, % 70acetone
*Streptococcus bovis | % 70 (NH,),SO,, Sefadeks G-25 | 6.9/50 77 6/50 0,88/- Hg2+, p- 45 | Freer, S. N,
JB1 (pH 7.5), Mono Q iyon degisim kloromerkiiribenz 1993.
kromotografisi oik asit
Thermomonospora % 85 (NH,),SO,, jel filtrasyon | 300/_/ 69 6/65 - - 6,2 | Collins vd.,
curvata (pH 6.0), DEAE-Sephacel (pH 1993
NCIMB 10081 8.0)
Streptomyces sp. IMD - - 47,8 5,5/65 8,2mM/- - 8,7 | Mcmahon vd.,
2679 1999
Bacillus (NH,4),SO,4 and IECC on DEAE- | 432/32 64 7/50 Divalent metal Chakraborty
stearothermophilus seliiloz kolon iyonlari vd., 2000
*T. profundus DT5432 %80 (NH)2S0,, DEAE- | 816/26 42.0 5,5/90 2,3/- Iyodoasetik asit, - Chung vd.,
Toyopearl 650 M (pH 7.5), N-bromosiiksinik 1995
Superdeks 200 HR (pH 7.5) asit, SDS
Bacillus %80 asetonla ¢oktiirme 6.2/ 43.7 8/100 0.83/250 - - Malhotra
thermooleovorans NP54 umol/  mg vd.,2000

8T



Tablo 2’nin devami

Bacillus circulans GRS | - - - 4,9/48 11,66/- - - Dey vd., 2002
313
Bacillus licheniformis - - 58 6-6,5/90 - - - Ivanova vd.,
1993
Bacillus subtilis - - 57,70 6,5/50 3,85/- - - Marco vd., 1996
Bacillus sp. - - 42 9/70 2,71- - Lin vd., 1998
Thermococcus profundus | - - 43 5,5/80 - N- Kwak vd.,1998
bromosiiksinimid
Geobacillus sp. IIPTN Iyon degisim kromotografisi, | 82/31 97 60°C and 6.5 | 36 /222 Hg2+, - Dhearan  vd.,
(MTCC adsorpsiyon kromotografisi umol mg—1 Cu2+, Zn2+, 2010
5319) protein Mg2+, ve EDTA
min—1
Geobacillus sp. LH8 iyon degisim komotografisi 13,6/10 52 5,0-7,0/80 3/ 6.5 umol/ | Mg2+, Ba2+, | - Mollania  vd.,
min Ni2+, Zn2+, 2010
Fe3+, Cu2+
EDTA
Bacillus sp. GRE1 Jel filtrasyon kromatografisi 33.6/46.5% | 55 6/ 70 498 mgml' | Cu™, zn*™  Fe*. |- Haki vd., 2008
/42 mgmin™'
Bacillus Strain | (NH,;),SOy, iyon degisim ve jel 24/12.5 58.8 5.2-10.0/ - cu™ - Al-Quadan vd.,
HUTBS71 filtrasyon kromotografisi 100 2009
*Thermus filiformis Ork | iyon degisim kromotografisi - 60 6/95 5.0/- EDTA - Egas, vd., 1998
A2
*Clostridium iyon degisim kromotografisi - 84 5.6/45 3.6 /- EDTA 4,7 | Paguet vd.,
acetobutylicum  ATCC | (mono Q) ve jel filtrasyon 1991
824 kromotografisi
Bacillus mojavensis A21 | Sephadex G-75 jel filtrasyon ve 15,3/11 58 6,5/80 - - - Hmidet, vd.,
sefaroz iyon degisim 2010
kromotografisi
*Aspergillus fumigatus Iyon degisim (DEAE-cellulose) 65 5,5/40 3,4/- - 3,7 | Planchot, ve
ve a-siklodekstrin sefaroz affinite colonna, 1995
kromotografisi
*Lactobacillus - - 135 5,5/55 3,4/- Al3+ Fe3+, wve | 3,8 | Aguilar, vd.,
manihotivorans Hg2+ 2000
*Aspergillus flavus | % 60 (NH,4),SO,4 56 6,4/30 - - - Sidkey vd.,2011
F2Mbb and Sephadex G-200 jel filtrasyon

6T



Tablo 2’nin devami

*Bacillus cereus Ms6 DEAE-seliiloz anyon degisim ve | - 27 7145 - AbduAlZaZaee,
sefaroz jel filtrasyon vd.,2011
kromotografisi

*Bacillus subtilis Amonyum siilfatla ¢oktiirme ve 96.3/- 56 7,5/50 2.68/1773 Bano, vd., 2011

KIBGE HAS jel filtrasyon kromotografisi U/ml

* Bacillus subtilis Amonyum siilfatla ¢ktiirme, iyon | 148/- 67 2,5/192,3 Yandri, vd.,

ITBCCB148 degisim ve jel filtrasyon pmol mL-1 2010
kromotografisi dak.-1

*Saccharopolyspora sp. | Jel filtrasyon, sefaril S-100 39,01/25,27 | 66 11/55 - Chakraborty

A9 vd., 2011

*Vibrio sp. Nisasta affinite kromotografisi 163,5/ 78 58,48 6,5 /60 - Najafi vd., 2005

Paecilomyces variotii DEAE-Seliiloz, Sefadeks G-100 | 8,9 /63,1 75 - 6,2 /- Michelin  vd,,
Jel filtrasyon 2010

* Ekstraseliiler a-amilaz ¢alisilan mikroorganizmalar

0¢
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Termofilik Bacillus licheniformis o-amilazi, %20-80 amonyum siilfatla ¢oktiirme
yaptiktan sonra nisasta affinite kolonu ile 230 kat saflastirilmigtir. Kolona tutunan enzimi
maltoz, ¢Oziiniir nisasta ve tuz ¢ozeltisiyle eliie edilememis fakat %2’lik dextrin ¢ozeltisi
ile eliie edilmistir. SDS-PAGE yapilarak saf enzimin molekiil agirligi 58 kDa olarak
belirlenmistir (Rao vd., 2005, Tablo 2)

Bacillus subtilis AX20 susunun modifiye edilmis besiyerinde ekstraseliiler amilaz
tiretimi saglandiktan sonra, %70’ lik amonyum siilfatla ¢oktiirme yapilmis ve arkasindan
sephadex G-50 kolon kromotografisi, DEAE-Seliiloz iyon degisim kolonu yapilmistir.
Amilaz aktivitesi yiiksek olan fraksiyonlar ¢oziinmeyen misir nisasta kolonuna
yiiklenmistir. Saflastirilan enzimin 78 kDa’luk iki alt birimden olustugu ve molekiil
agirliginin 149 kDa oldugu bulunmustur. Optimum c¢alisma pH’s1 6 ve optimum sicaklik
55 °C olarak bulunmustur. Hg"?, Ag™ ve Cu*? iyonlari enzimi inhibe ederken EDTA ve
EGTA’nin inhibe etmedigi gézlenmistir (Najafi vd,. 2005, Tablo 2).

Bacillus Flavothermus o-amilazin1 saflagtirirken amonyum siilfatla ¢oktiirme
yapildiktan sonra iyon degisim kolonu ve pesinden jel filtrasyon uygulanmistir.
Saflastirilan enzimin izoelektrik pI’s1 8,4, optimum aktivite gosterdigi sicaklik 60 °C,
optimum pH degeri 5,5-6,0 ve Km degeri 2,2 mg glukoz/mL bulunmustur (Bolton vd.,
1997, Tablo 2)

Bacillus licheniformis susunda a-amilaz proteinini eksprese eden amyN geni
Escherichia coli bakterisine klonlanmistir. Klonlanan enzim jel filtrasyon ve anyon
degisim kromatografik yontemiyle saflastirilmigtir. Enzimin molekiil agirhigi 58 kDa
olarak bulunmustur (Hmidet vd., 2008, Tablo 2).

Bacillus sp. KR-8104 susundan extraseliler a-amilaz enzimi iyon degisim
kromatografisi ve hidrofobik etkilesim kromatogtafi yontemi kullanilarak saflastiriimistir.
Enzimin molekiil agirligi 59 kDa bulunmustur. Ortamda Ca*? iyonu ve EDTA’nin
varliginda ve yoklugunda enzimin aktivitesi ve 1s1l karalili§1 degismemistir. Enzim Ca*?
iyonuna bagimli olmayan yeni bir amilaz enzimi oldugu belirtilmistir (Sajedi vd., 2004,
Tablo 2).

Termofilik Bacillus sp. Ferdowsicous susundan asidofilik a-amilaz enzimi iyon
degisim kromatografi (Q-sepharose fast flow) yontemi kullanilarak saflastirilmistir.
Saflagtirilan enzimin aktvite gosterdigi optimum pH 4,5, optimum sicaklik 70 °C ve
molekiil agirligi ise 53 kDa olarak bulunmustur. Enzim aktivitesi Zn*? ve EDTA ilavesiyle

azalirken, Hg*? iyonu inhibe etmektedir.
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Bunun yaninda Ba+2, Fe+2, Na*, Mg+2, K", Ca+2, Triton X-100 ve -
merkaptoetanolamin enzim aktivitesini %15 arttirdigi bulunmustur. Saflastirilan enzimin
N-terminal dizi analizi yapildiginda diger a-amilaz enzimlerine benzemedigi ve yeni bir
amilaz enzimi oldugu sdylenmistir. Amiloz substrat olarak kullanildiginda enzim aktivitesi
amilopektin substratina gore 1.80 kat daha fazla bulunmustur (Asoodeh vd., 2010).

Paecilomyces variotii mantar o-amilaz enzimi DEAE kolon kromatografi ve jel
filtrasyon kromatografi yontemiyle saflastirilmistir. Enzimin molekiil agirligr 75 kDa ve
izoelektrik pH’s1 4,5 olarak bulunmustur. Enzimin ¢alistifi optimum sicaklik 60 °C ve
optimum pH degeri ise 4,0 olarak bulunmustur. Enzimin hidroliz {iriinleri ince tabaka
kromatografifi ile analiz edildiginde maltoz ve maltotrioz oldugu oldugu goriilmiistiir.
Saflagtirilan enzimin amino asit dizisi kismen Bacillus sp. amilazi ile benzerlik
gostermektedir. Ayrica Co* ve Ca' iyonlarinin enzim aktivitesini arttirdigi gozlenmistir
(Michelin vd., 2010, Tablo 2).

Yalanci safran (Carthamus tinctorius L.) ‘in ¢imlenmekte olan g¢ekirdeklerinden o-
amilaz enzimi affinite kromotografi (B-siklodekstrin sepharoz 6B) yontemiyle
saflastirilmistir. 131 kat saflagtirilan enzimin molekiil agirligir 35 kDa, optimum aktivite
sicaklig1 55 °C ve optimum pH degeri ise 6,0 olarak bulunmustur. Enzimi Ca*? iyonlari
aktive ederken, Fe*? iyonlar1 inhibe etmektedir (Elarbi vd., 2009)

Kozalak ¢ekirdeklerinden a-amilaz enzimi; amonyum siilfatla ¢oktiirme, DEAE anyon
degisim kromatografisi ve nisasta afinite kromatografi yontemleri kullanilarak 1286,1 kat
saflagtirllmistir. Enzimin molekiil agirligi 46,7 kDa, aktivite gosterdigi optimum sicaklik
65 °C ve optimum pH ise 4.5 bulunmustur. Saflastirilan enzim 50 °C’de 48 saat inkiibe
edilidiginde aktivitesini tamamen korumakta, 96 saat inkiibe edildiginde ise aktivitesini %
80 korumaktadir. Enzimin Ky, gegeri 0.84 mg/mL ve Vinax degeri ise 3.71 umol glukoz/dak
olarak bulunmustur (Azad vd., 2009).
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1.5. Nisasta

Nisasta bitkiler tarafindan fotosentez yoluyla elde edilen temel karbohidrattir. Soguk
suda ¢Oziinmeyen nigasta graniilleri biitiin tahil tanelerinin baslica Ogesidir. Yiiksek
bitkilerde tiimiiyle a-D-glukozdan olusan depo maddesidir ve pek c¢ok organizma igin
Ozellikle de insanlar i¢in zorunlu enerji kaynagini olusturur. Besinsel olarak nisasta biitlin
insan popiilasyonlarinda beslenmenin baslica 6gesidir (Maldonado ve Lopez, 1995).

Nisasta a-1,4 ve o-1,6 glikozidik baglar1 ile birlesen oa-glukoz birimlerinden
olusmustur. Iki yiiksek molekiil agirlikli bilesik igerir; amiloz (%15-25) ve amilopektin (%
75-85). Amiloz glukopiranoz birimlerinin o-1,4 baglanmasi ile olusan dogrusal polimer
(Sekil 7), amilopektin ise dallanma noktasinda a-1,6 glikozidik baglarini i¢eren dallanmig
polimerdir (Antranikian, 1992; Ridiger vd., 1994, Sekil 8).

Amiloz sicak suda ¢dziiniir ve iyod ile mavi bir renk verir. Indirgen olmayan bir
karbonhidrattir (Menevse ve Menevse, 1982), 100-700 glukoz birimi icerir. Glukoz
birimlerinin olusturdugu zincir helezon seklinde kivrilmis olup her kivrim 4-6 glukoz

birimi igerir (Bailey ve Ollis, 1977).

CHQH

HO

Sekil 7. Amilozun yapist (Muralikrishna ve Nirmala, 2005)

Amilopektin, her 24 ya da 30 glukoz tinitesinde bir dallanma gosterir (Lehninger,
1982). Zincir ve bundan ¢ikan yan zincirleri de amilozdaki gibi helezonlagmistir (Yenson,
1981). Amilopektin 500-2000 ya da daha fazla glukoz finiteleri igerir. Dalli yapilar 15
glukoz tinitesinden yapilmistir. Bu molekiil suda basing altinda 1sitildig1 zaman ¢6ziiniir.
Amilopektin oda sicakliginda birakildiginda kararli bir eriyik meydana getirir (Cagatay,

1976). Amilopektin sicak suda ¢oziinmez ve iyod ile kirmizi renk verir.
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Sekil 8. Amilopektinin yapis1 (Muralikrishna ve Nirmala, 2005)

Amilozdaki mavi renk, glukoz birimlerinden olusan helezon kivrimlari bosluklarina
iyotun yerlesmesi ile meydana gelir ve spektrofotometrede siddetli 151k absorbsiyonuna
neden olur (Yenson, 1981). Amiloz nisasta tanesinin i¢ kisminda bulunur ve nisasta
tiiriiniin % 15-20 sini, amilopektin ise nisasta tanesinin dis kisminda bulunur ve nisasta
tiirtiiniin % 75-80” ini olusturur (Swinkels, 1985).

Biitlin nisasta Uriinlerinin yarisindan daha fazlasi ya prejelatinize veya kimyasal
modifiye form seklinde yiyecek iiretimi ve besin iiriinlerinde yer alir. Bununla birlikte
modifiye nisastalar; kagit, tekstil, sabun, camasir, kozmetik ve farmakoloji endiistrisinde
atesten etkilenmeyen malzeme yapiminda, patlayici ve yakit baglayici ajan olarak ve insaat
endiistrisinde kullanilir. Bu endiistriler 6zellikle kagit ve tahta endiistrisi modifiye nisasta
gibi islenmemis nisastanin ¢ok yiliksek miktarini tiiketir (Maldonado ve Lopez, 1995).

Misir, patates, bugday ve piring nisastanin elde edildigi genel kaynaklardir. Misir
nisastas1 graniilleri orta biiyiikliiktedir, yuvarlak veya poligonal sekillidir. Yillik diinya
misirinin sadece %5’ 1 musir nisastasi {iretimi i¢in kullanilmaktadir. Uretilen musir
nisastasinin %70’ 1 misir surubu, yiiksek fruktoz icerikli misir surubu ve dekstroz haline
dontstiiriiliir. Patates nigastas1 graniilleri hilumda asentrik olarak yer alan istiridye kabugu
cizgilerine benzer olarak oval sekillidir. Patates nisastasi, herhangi bir ticari nisasta
graniiliinden daha biiyiik graniile sahiptir ve bu patates nisastasinin tiriinleri yiyecek, kagit,

tekstil ve yapistirict endiistrisinde kullanilir.
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Piring nigastasi biitiin ticari nisastalarin en kii¢lik graniillerine sahip olan c¢esididir.
Graniiller kiiresel kiimeler seklinde amiloplast iginde agregat yaparlar ve her bir amiloplast
20 ila 60 kiiciik polihedral graniil igerir. Piring nisastas1 kozmetik pudra tozu, puding ve

dondurma yogunlastiricisi olarak kullanilir (Maldonado ve Lopez, 1995).

1.6. Termofilik Mikroorganizmalar

Ekstrem cevrelerde yasayan mikroorganizmalar, digerlerinin biiyliyemedigi veya c¢ok
az biiylime gosterdikleri sartlarda biliyiime kapasitesine sahip olduklarindan, ¢evre etkenleri
ile mikrobiyal hayat arasindaki iligkilerin arastirllmasinda ©onemli bir potansiyel
olustururlar.

Diinya niifus artigina, sanayi ve endiistri gelisimine bagli olarak, c¢evre giderek
kirlenmekte ve diinyadaki dogal sartlar ekstrem sartlara dogru kaymaktadir. Dolayisiyla
insanlik, son yillarda ekstrem durumlardaki hayat sartlarinin arastirilmasi yolunda yogun
caligmalara girmektedir (Goyal vd., 2005).

Termofilik bakterilerin ilk izole edilisinden bu yana yaklasik olarak 100 seneden fazla
bir zaman gegmistir (Miquel, 1888). O yillardan beri ¢ok sayida spor olusturabilen Bacillus
ve Clostridium cinslerine ait termofilik bakteri tiirleri ortaya ¢ikarilmis ve Ozellikleri
belirlenmistir. Uzerinde en ¢ok ¢alisma yapilan termofilik bakteri tiirii Bacillus
steorothermophilus olup, bu tiiriin ¢ok sayida farkli susu izole edilmis ve bu suslarin bir¢ok
ozelligi belirlenmistir. Ancak elde edilen bu bakterilerin hepsinin genellikle optimum
olarak yasayabildikleri sicaklik 60 °C’dir. Bununla birlikte ¢alisilan ¢ok az sayida
termofilik bakteri tlirliniin 75 °C’nin tizerindeki sicakliklarda yasayabildigi bilinmektedir
(Guagliardi vd., 1996).

Termofilik organizmalar1 da icine alan ekstremofilik organizmalar yiiksek sicaklik,
asir1 pH, yliksek tuz konsantrasyonlu ve yiiksek basingli ortamlarda yasamaya uyum
saglamislardir. Bu organizmalarin, cesitli endiistriyel islemlerde etkin olarak kullanilan
asirt sartlarda bile gorev yapabilen 0Ozel biyokatalizorleri yani enzimleri irettikleri
bilinmektedir (Guagliardi vd., 1996).

Bu enzimler son zamanlarda endiistride kullanilan ve kirlenmeye neden olan bazi
kimyasallarin yerine kullanilabilmektedirler. Bu endiistrilerin en goze ¢arpanlar1 kagit ve
kagit hamuru endiistrileridir. Ayrica termofilik enzimlerin yogun bir sekilde kullanilmaya

baslandig1 diger bir alan ise besin endiistrisidir (Aguilar, 1996).
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Endiistride c¢ogu enzimatik ve mikrobiyolojik islemlerin yiiksek sicakliklarda
yapilmast onemli faydalar saglamaktadir. Boylece yiiksek sicaklikta islemin kararl
olmayan bilesikler tarafindan engellenmesi Onlenmis olur. Yiiksek sicakligin baslica
avantajlari, daha yliksek reaksiyon hizi, c¢ogu kimyasalin daha yiikksek oranda
¢ozlinebilmesi, akiciligin ve diflizyon hizlarinin yiiksek olmasidir (Kristjansson, 1989).

Bakteriler yasayabildikleri sicaklik araligina gore sakrofiller, mezofiller ve termofiller
olmak iizere {i¢ gruba ayrlirlar. Sakrofiller -10 °C’ye kadar olan sicakliklarda
yasayabilirler ancak bunlarin optimum olarak biiyiiyebildikleri sicakliklar 15 °C
civarindadir. Mezofiller normal ortam sicakliginda (20-45 °C) biiyiiyebilirler ve insanlar
icin patojen olan mikroorganizmalar bu gruba girerler. Termofiller ise 45 °C’nin
tizerindeki sicakliklarda ve hatta kaynar sularda bile yasayabilirler (Brock, 1985).

Diinya iizerinde yasayan biitiin bakterilerin atalarmin termofilik bakteriler oldugu 6ne
stiriilmektedir (Madigan vd., 2000). Bu goriisiin dayandig1 nokta su anda diinya tizerinde
yasayan termofilik bakterilerin mezofil ortamlara kolay bir sekilde adapte olabilmesidir.
Bu goriislerde géz Oniine alinarak termofiller temelde ikiye ayrilirlar. Atasal termofiller
(6rnegin, Thermotoga, Aquifex), var olduklari giinden bugiine kadar devamli olarak
termofilik olarak yasamaktadirlar ve higbir sekilde mezofilik ortamlara adapte olamazlar.
Sonradan termofilik olanlar (6rnegin, Bacillus ve Clostridium), mezofiller ile devamli iliski
halindedir ve bu grupta bulunan mezofilik tiirler degiserek tekrar termofilik ozellik
kazanabilirler. Bu tiirlerde termofilik ortamlara tekrar adaptasyon s6z konusu oldugundan
bunlar iizerinde, termofilligin molekiiler temelleri hakkinda c¢esitli caligmalar
yapilmaktadir.

Termofilik bakteri suslarinin optimum biiyiiyebilme sicakliklarinin 55 °C’den 105
°C’nin Ustline kadar olan sicakliklara kadar degistigi bilinmektedir. Bu sekilde ¢ok yiiksek
sicakliklarda yasayan termofilik mikroorganizmalar asir1 termofiller veya ¢ok asiri
termofiller olarak adlandirilmaktadir ve bu organizmalarin optimum biiylime sicakliklari
80 °C’nin iizerinde oldugu bilinmektedir. Termofilik bakteriler tabii olarak kaplicalarda,
tropik topraklarda, giibre yiginlarinda, giibreyi olusturan diskilarda, ¢coplerde vb. yerlerde
bulunurlar (Kristjansson ve Stetter, 1992).

45 °C’nin tstline cikildiginda mikrobiyal tiirlerin sayis1 énemli bir sekilde diisiis
gosterir, fakat biitlin organizmalarin yasayabildikleri ist sicaklik limitleri halen tam

anlamiyla bilinmemektedir. Son zamanlarda birka¢ tane mikroorganizmanin, sicakligi ¢ok
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yiiksek olan kaplica sularinda ve deniz diplerindeki sicakligi 100 °C’nin iizerinde olan
alanlarda yasadig1 bilinmektedir (Kristjansson ve Stetter, 1992).

Denizlerin alt kisimlarinda sicak su alanlarimin  oldugu fakat bu alanlarin
mikrobiyolojisi hakkinda fazla bilginin olmadigi bilinmektedir. 115 °C’ye kadar
yasayabilen kiiltiire alinmis bakteriler bulunmaktadir. Ancak hidrotermal c¢evrelerde
135°C’ye kadar yasayabilen organizmalarin oldugunu gosteren deliller bulunmaktadir. Bu
sicaklik siir1 hayatin olabilecegi iist sicaklik limitini géstermektedir. Ciinkii bu sicaklikta
amino asitler biiylik oranda L formundan D formuna doénerler. 70 °C’nin iizerindeki
sicakliklarda yasayan tiir sayis1 az olmasina ragmen, filogenetik olarak farkli ¢ok sayida
kategorideki prokaryotlarin bu sicakliklarda yasadigi bilinmektedir (Kristjansson ve
Stetter, 1992).

1.6.1. Termofillerin Yiiksek Sicakliklara ve Denaturasyona Karsi Dayamkhiliklar:

Mikroorganizmalar, yasayan tiim canlilar gibi canliliklarmi siirdiirebilmek igin
yasadiklar1 ortama adapte olmak zorundadirlar. Termofillerin igerdikleri proteinlerin
yiiksek sicakliga, denaturasyona ve proteolize karsi dayanikli olduklari bilinmektedir
(Kumar ve Nussinov, 2001). Saperonlar olarak bilinen O6zellesmis proteinler, bu
organizmalar tarafindan bolca tretilir ve bunlar denaturasyondan sonra proteinlerin tekrar
dogal formlarinda katlanmasina ve fonksiyonlarini tekrar kazanmalarina yardimer olurlar
(Everly ve Alberto, 2000). Termofillerin hiicre membranlar1 doymus yag asitlerinden
olusmustur. Doymus yag asitleri hiicreye hidrofobik bir ortam saglar ve bu durum yiiksek
sicakliklarda hiicrenin yasama sansini arttirir (Herbert ve Sharp, 1992). Termofiller
derevers DNA giraz yardimiyla olusturulan siiper sarmal DNA yapist mevcuttur
(Lopez,1999). Bu, DNA’nin ¢ift sarmal yapisinin bozulma noktasini en azindan
organizmanin ¢ogalma sicakligina kadar yikseltir. Ayrica termofiller, 1s1l dayaniklilig
olmayan organizmalarla elektrostatik, disiilfiir kopriileri ve hidrofobik etkilesimlerini

arttirarak yliksek sicakliga dayanikli hale gelebilirler (Kumar ve Nussinov, 2001).

1.6.2. Termofilik Mikroorganizmalarin Biyoteknolojide Kullanimi

Termofilik organizmalar, biyoteknoloji agisindan biiyiikk faydalar saglamaktadir
(Brock,1986). Termofillerin biyoteknolojide kullanildigi baz1 alanlar Tablo 3’te

verilmektedir. Termofilik organizmalar kullanilarak bazi yakit ve kimyasallarin {iretiminin
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mimkiin olmasi, fermentasyon yapabilen bu organizmalar kullanilarak genetik
manipulasyonlarin yapilabilmesi ve termofil enzimlerin potansiyel olarak endiistride
kullanilmasidir. Biyoteknoloji agisindan termofilik organizmalarin en 6nemli 6zellikleri,
biyokimyasal reaksiyonlar1 normal organizmalardakinden ¢ok daha yiiksek sicakliklarda
katalizleyebilen enzimleri iiretmeleridir. Buna ilave olarak, termofillerden elde edilen
enzimler, normal sicakliklarda diger enzimlere gore daha dayaniklidirlar ve bu yiizden
bunlardan elde edilen iiriinler daha uzun omiirliidiirler (Brock, 1986).

Termofilik organizmalarin, ¢esitli endiistriyel islemlerin meydana getirilmesinde etkin
olarak kullanilan ekstrem sartlarda fonksiyonel olabilen 6zel biyokatalizorleri yani
enzimleri trettikleri bilinmektedir. Bu enzimlerden bazilar1 son zamanlarda saflagtirilmig
ve basarili bir sekilde klonlanip mezofilik konaklarda ekspres edilmistir. Bu enzimlere
ornek olarak, DNA polimerazlar, ekstraselliilar-polimer-par¢alayan enzimler (amilazlar,
pullulanazlar, siklodekstrin glikozil transferazlar, seliilazlar, ksilanazlar, kitinazlar,
proteazlar), gida, kimya, farmakoloji endiistrilerinde ve ¢evresel biyoteknolojide kullanilan
DNA’y1 modifiye edebilen enzimler verilebilir. Bu enzimler ayn1 zamanda ¢ok sayidaki
farkli deterjan ve ¢oziiciilere kars1 da direnglidir (Aguilar, 1996).

Termofilik enzimlerin en ¢ok kullanildig1 alanlardan birisi de karbohidratlarin
tirevlendirilmesidir. Bununla birlikte halen bu modifikasyon islemini daha spesifik ve
daha etkili bir sekilde Kkatalizleyebilecek enzimler {iizerindeki arastirmalar devam
etmektedir. Son zamanlarda, karbohidratlara bagimli olan endiistri kollarinda ilave
ozelliklere sahip olan enzimlere, 6zellikle de termofilik enzimlere olan ilgi giin gectikge
artmaktadir. Karbohidratlar1t modifiye edebilen enzimler, kagit endiistrisinde oldugu kadar
besin endiistrisinde de hidroliz olaylarinin meydana getirilmesinde kullanilmaktadir
(Priest, 1984). Ayrica bu enzimler karbohidratlara bagimli olan baz1 bilesiklerin
tirevlendirilmesinde ve sentezlerinde de aktif olarak yer almaktadir (Aguilar, 1996).

Bu enzimlere amilazlar, pullulanazlar, a-glukozidazlar, siklodekstrin
glikoziltransferazlar, glukoz izomerazlar, ksilanazlar ve lipazlar 6rnek olarak verilebilir

(Aguilar, 1996).
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Tablo 3. Termofilik organizmalarindan eclde edilen bazi enzimlerin kullanildig:
biyoteknolojik uygulamalar (Aguilar, 1996).

Enzimler ve biyoteknolojide Uygulamalar1 ve iirettikleri son iiriinler
kullanilan hiicre ici bilesikler

Amilazlar Tatlandiricilarda kullanilan glukoz,fruktoz

Ksilanazlar Kagit agartilmasi

Proteazlar Keratinden amino asitlerin {iretimi, besin
islenmesi, firincilik, mayalanma ve deterjan
endiistrilerinde

DNA Polimerazlar Genetik miihendisligi

Katalaz Deri, tekstil, kagit, gida, ila¢ endiistrilerinde

1.7. Isil Kararhh Enzimler

Termozimler olarak da adlandirilan termofilik ve hipertermofilik enzimler,
ekstremofillerden elde edilen ve ekstremozimler olarak adlandirilan diger bir enzim
smifinin  Gyesidirler (Vieille vd., 1996). Termozimler, mezofilik enzimlerin veya
kimyasallarin yerini alarak, birgok endiistriyel uygulamada kullanilabilmektedirler. Bu
durum, proseslerin optimize edilmesinde yeni avantajlar saglamaktadir (Bruins vd., 2000).
Ekstremozimler yiiksek tuz iceren ortamlarda (halozimler), yiiksek alkali ortamlarda
(alkalozimler) ve diger ug sartlarda (basing ve asitlik vb.) fonksiyon gdsterebilirler (Adams
vd., 1995; Lowe vd., 1993). Is1l kararli enzimler (termofilik ve hipertermofilik enzimler)
zorlu endistriyel uygulamalara en i1yl uyumu sagladiklarindan ve sahip olduklar
ozelliklerden dolayr (yliksek sicakliklarda kararli ve aktif olmalari), mezofilik veya
sakrofilik enzimlere oranla ¢ok daha biiyiik biyoteknolojik avantajlara sahiptirler (Li vd.,
2005; Leushner ve Antranikan, 1995; Fredrich ve Antrakian, 1996; Vieille ve Zeikus,
2001). Bu avantajlar su sekilde ifade edilebilir;

-Mezofilik konakgilarda ekspres edildiklerinde 1s1 muamelesi ile saflagtirilmalart ¢ok
kolaydir.

- Denatiire edici kimyasallara (bir ¢6ziicli veya guanidinyum hidrokloriir gibi) karsi
direngli olmalari, 1s1l kararhiliklar ile iliskilendirilir.

-Enzimatik reaksiyonlarin yiiksek sicakliklarda gerceklestirilmesi ile yiiksek

konsantrasyonda substrat kullanimi, daha diisiik viskozite, daha az mikrobiyal
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kontaminasyon riski ve genellikle daha yiiksek reaksiyon hizlar elde edilir (Vieille ve
Zeikus, 2001).

-Reaksiyonun yiiksek sicaklikta gerceklesmesiyle viskozitenin azalip substrat
diflizyonunun artmasiyla birlikte {iriin olusumu da artar. Bu gibi enzimler ayrica protein
miihendisligi i¢in onemli olan 1s1l kararliligin ve aktivitenin anlagilmasinda model olarak
kullanilabilirler (Mozahev, 1993; Krahe vd., 1996).

Biyokatalitik c¢evrimlerde ve endiistriyel uygulamalarda kullanilan 1s1l kararli

enzimlerin bazilar1 Tablo 4’ te gosterilmistir.

Tablo 4. Isil kararli enzimlerin biyogevrim reaksiyonlart ve uygulamalari

Enzim Sicaklik Biyogevrim Uygulama
aralig1 (°C)
o-Amilaz 90-100 Nisasta—Deksroz Surup Nisasta hidrolizi, firincilik,
(Bakteriyal) deterjan
o-Amilaz 50-60 Nisasta—Deksroz Surup Maltoz iiretimi
(Mantar)
Pullulanaz 50-60 Nisasta—Deksroz Surup Glukoz surubu iiretimi
Kitinaz 65-75 Kitin—Kitibioz Gida, kozmetik, eczacilik
Selulaz 45-55 Seluloz—Glukoz Seluloz hidrolizi, deterjanlarda

polimer parcalanmasi

Lipaz 30-70 Yag uzaklastirilmasi, Eczacilik, kozmetik, deri
hidrolizi, endiistrisi
interesterifikasyon

Filogenetik ¢esitliliklerin disinda, hipertermofilik ve mezofilik enzimleri ayiran tek sey
kararli ve aktif olduklar1 sicaklik araliklaridir. Diger bir deyisle, hipertermofilik ve
mezofilik enzimler birbirlerine oldukga benzerlik gosterirler. Soyle ki;

-Hipertermofilik ve mezofilik proteinlerin aminoasit siralar1 tipik olarak %40-85
oraninda benzerlik gosterirler.

-Bu proteinlerin ii¢ boyutlu yapilari birbiri lizerine ¢akisabilmektedir.
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1.8. a-Amilaz Enziminin Endiistriyel Kullanim Alanlar

a-amilazin uygulama alani oldukca genislemis ve cesitlenmistir. Bu enzimler tekstil
ve kagit endiistrisinde, nisastanin sivilastirilmasinda, ekmek, glukoz ve fruktoz suruplari ve
tutkal iiretiminde, alkol fermentasyonunda kullanilmaktadirlar. Bira, damitma, firincilik ve
tekstil endiistrisinde kullanilan, Bacillus ve Aspergillus tarafindan iiretilen, ayrica arpa ve
bugday maltinda da bulunabilen enzimler, amilaz ve endo B-glukanazlardir

o-amilaz enzimi ticari olarak kullanilan ilk enzimdir (Radley, 1976). 1905 yilinda
Japonya’da tekstil endiistrisinde hasil alma isleminde kullanilan o-amilaz enzimi
Aspergillus oryzaea Kiiltiiriinden tretilmistir. a-amilaz enziminin endiistriyel boyutlardaki
tiretimine 1939 yilinda ilk kez Japonya’da baslanmis ve Bacillus Subtilis kullaniimustir.
Daha sonraki yillarda a-amilaz enzimi nisastanin sivilastiriimasinda kullanilmistir. 1959°da
a-amilaz ve amiloglikozidaz enzimleri kullanilarak, nisastadan toz ve kristal dekstroz’un
tiretimine baslanmistir (Anonymous, 1988).

Nisasta dekstrinlere kadar pargalandiktan sonra, glikoamilazin ortama ilavesi ile
glukoza kadar ayrismaktadir. Agiga c¢ikan glukoz, ya surup halinde, ya da kristal toz
seklinde elde edilmektedir. Glukoz surubuna glukoz izomeraz enzimi ilave edilerek
fruktozlu surup tretimi gergeklestirilmektedir. Bu {iriin yiiksek Gida endiistrisinde,
nisastanin o-amilaz enzimi ile hidrolize edilmesi sonucu agia ¢ikan friinler, yaygin
sekilde kullanilmaktadir. Bu {iriinlerden dekstrin, nisastanin glikoza kadar hidrolize
olmasindan 6nce olusan kisa molekiillii ilk {irtindiir.

Dekstrinler ¢oziiniirliigli yiiksek ve dayanikli bir iiriin olup, yogun surup kivaminda bir
maddedir ve bu maddeler gidalarda viskozite arttirici, yani, koyulastirict dolgu maddesi
olarak kullanilmaktadir. Nisastadan glukoz iiretiminde kullanilan asit-hidroliz yonteminde
nisastanin 1sitilmasina bagl olarak hidroksimetilfurfural agiga ¢ikmakta ve bu maddenin
insan sagligi i¢in zararli oldugu bilinmektedir. Ayrica yine asit-hidroliz yonteminde isitma
islemine bagl olarak (140-150°C) iiriinde renk bozulmalar1 ve kiil kontaminasyonu da
meydana gelmektedir. Gerek asit-hidroliz yontemindeki bu olumsuzluklar, gerekse enzim
tiretimindeki gelismeler sebebiyle giinlimiizde nisastadan glukoz tiretiminde asit-hidroliz
yonteminin yerini enzim-enzim yontemi almistir. Nisasta graniilleri 60 °C’nin {izerinde ki
bir sicaklikta 1sitildigr zaman (g¢ogunlukla 105-110 °C) nisasta sismeye ve daha sonrada
par¢alanmaya baslar. Bu isleme jelatinlesme denir. Bu islem nisastanin enzim hidrolizine

maruz kalmasi icin gereklidir. Daha sonra nisastanin sivilastirilmasi asamasi gelir ve
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sicakliga direngli a-amilaz enzimi kullanilarak nisasta 6nce 90-105 °C’de ve pH 6-6,5 te
1-1,5 saat siireyle muhafaza edilir. Bu islemi 140 °C’de kisa siireli 1sitma ve hemen
arkasindan da 85 °C’ye hizli bir sekilde sogutma takip eder. Bu islem nisastanin
stvilastirilmas:  tamamlanana kadar siirer. Sivilastirmadan sonra nisasta hala suda
¢Oziinemez durumdadir ve seker dekstrine yikilmamistir. Bu islemden sonra sakarifikasyon
islemi uygulanarak nisasta glukoza yikilir. Sakarifikasyonda ortam sicakligi 60 °C’ye, pH
ise 4,1°e ayarlanarak sivilagtirilmig nigastaya amiloglukosidaz enzimi ve diger dallanma
kirict enzimler uygulanir. Reaksiyon siiresi ise 60 saattir. Son olarak sirasiyla filtrasyon,
deminerilizasyon ve evaporasyon islemleri uygulanarak glukoz kullanima hazir hale
getirilir (Anonymous, 1988).

Nisastanin maltoza kadar hidrolizi, nisasta molekiiliiniin 6ncelikle a-amilaz enzimi
tarafindan sivilastirilip, daha sonra da ortama izoamilaz ve pullulanaz enzimlerinin ilavesi
ile saglanmaktadir. A¢iga cikan yiiksek safliktaki maltoz, regel, sekerleme, ekmek ve bira
tiretiminde kullanildigi gibi, gidalarda tatlandirict olarak da kullaniimaktadir (Sekil 9).
Nisastanin hidrolizi sirasinda yan {iriin olarak agiga ¢ikan maltotetroz ise nem tutucu olarak

kullaniimaktadir (Anonymous, 1988).
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Sekil 9. Nisastanin endiistriyel islemlerden gegerek siklodekstrin, maltodekstrin,
glukoz ve fruktoz srubu ve kristal sekere dontisiimii (Van der Maarel vd.,
2002)

Tekstil endiistrisinde dokuma sirasinda ipliklerin saglam ve diizgiin olmasi ve
kopmamasi i¢in iplikler nisasta igeren bir ¢ozelti ile muamele edilmektedir. Bu isleme
hasillama denilmektedir. Kumas dokunduktan sonra, kumastaki fazla nisastanin
giderilmesi gerekmektedir. Bu isleme hasil alma ad1 verilmektedir. Hasil alma ajani olarak
da a-amilaz enzimi kullaniimaktadir (Tarak¢ioglu, 1979).

o-Amilaz enzimi alkol iiretiminde de kullanilmaktadir. Alkol iiretiminde hammadde
olarak kullanilan nisastali materyaller, a-amilaz ve amiloglikosidaz enzimleri ile muamele
edilmektedir. Nisasta yeterince par¢alandiktan sonra ortama maya asilanarak fermentasyon
islemine gegilmektedir (Wiseman, 1987).

o-amilaz enzimi meyve suyu endiistrisinde de uygulama alan1 bulmustur. Meyve suyu
endiistrisinde de uygulama alan1 bulan enzim, oOzellikle elma ve armut sularinin
berraklastirilmasinda  kullanilmaktadir. Meyveler tam olgunlasmadan toplandiginda

meyvede hala nisasta bulundugu i¢in meyve suyunda bulaniklik meydana gelmektedir. Bu
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sorun, ortama o-amilaz ilave edilerek giderilmektedir (Eksi, 1988).

Kagit endiistrisinde kagit kaplamasi icin gerekli olan diisiik viskozite ve yliksek
molekiil kiitleli nisastanin {iretimi i¢in a-amilazlar kullanilir. Dogal nisastanin viskozitesi
kagida kaplamak i¢in ¢ok yiiksektir. Bu sorun a-amilazlar kullanilarak ¢oziliir. Kagidin
kaplanmasi, proses boyunca meydana gelebilecek mekanik zararlart dnlemek amaciyla
yapilir (Upadek ve Kottwitz,1997).

o-Amilaz enzimi ekmekgcilikte, ekmegin bayatlamasin1 geciktirmesinden ve raf
Omriinii uzatmasindan (2-3 giin) dolay1 yaygin olarak kullanilmaktadir. Ekmek unundaki
nisasta amilazlar tarafindan daha kii¢iik parcalar olan dekstrinlere pargalanir. Bu
dekstrinler mayalar tarafindan fermente edilerek ekmegin kalitesinin artmasi, bayatlamanin
gecikmesi gibi 6zellikler saglar. Ekmek iiretiminde genellikle fungal amilazlar (Aspergillus
sp.) kullanilir.

Son yillarda 6zellikle kuru temizleme gibi yeni alanlarda da giderek artan sekilde
kullanim alani bulmustur. Nétrofilik 6zellige sahip amilaz enzimleri genel olarak pH 5-7,5
araliginda aktivite gosterirken, ozellikle deterjan sanayisinde kullanilan amilaz enzimleri
pH 8-11 arahginda aktivite gostermekte olup, alkalifilik Bacillus tiirlerinden izole
edilmektedirler (Igarashi vd., 1998; Uhling, 1998).

o-Amilaz enzimi otomatik ¢amasir ve bulasik makinasi deterjanlarinin iiretiminde de
kullanilmaktadir (Igarashi vd., 1998).

Bacillus tiirleri, endistriyel Onemi biiyiik olan ekstraseliller amilaz ve proteaz
enzimlerini Uretirler. Termostabil a-amilaz, mezofil ortamda iireyen B.licheniformis

tiirtiniin {irtinii olup, genis bir pH araliginda aktivite gosterir (Morgan ve Priest, 1977).



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Kullanmilan Cihazlar

Calismada kullanilan tiim cihazlar, iiretici firmalar ve modelleriyle birlikte markalar

Tablo 5’te verilmistir.

Tablo 5. Calismalarda kullanilan cihazlar ve markalari

Cihaz Ad1 Firma Model

Spektrofotometre Shimadzu UV-1601UV-Visible
Spektrophotometer

Protein Elektroforezi Bio-RAD Mini Protean Tetra Cell

Santrifiij

Saf Su Cihazi
Kuru Hava
Inkiibator

Su Banyolu Calkalayici
pH Metre

Otoklav

Hava Banyolu Calkalayict

Buz Makinesi
Vorteks

Terazi

Steril Kabin
Mikrodalga Firin
Gii¢c Kaynagi
HPLC

Banyolu

ThermoFisher Scientific
SartoriusStedim Biotech
JEIO TECH

Memmert

Thermo Scientific
Tomy

Barnstead/ Lab-Line
Hoshizaki

Velp Scientifica
Precisa

Tezsan

Regal

Thermo Scientific
Shimadzu

Heraeus Multifuge 3 SR+ Centrifuge
Arium 61316 ProUV
S1-600

WNB 7-45

ORION 3 Star pH Benchtop
SS-325

MaxQ Mini 4450 Shaker
FM-80EE

Vortex Mixer

XB 220A

RMD-17

EC 300 XL
Prominence

2.2. Kullanilan Kimyasallar

“Anoxybacillus

gonensis

74  Susundan

Ekstraseliler

a-Amilaz  Enziminin

Saflagtirilmas1 ve Karakterizasyonu” konulu c¢alisma sirasinda kullanilan kimyasallar ve

markalar1 asagidaki tabloda verilmistir (Tablo 6).
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Tablo 6. Calisma sirasinda kullanilan kimyasallar ve markalari

Firma Adi Kimyasal Adi

Sigma /Aldrich CH3;COOH, Glisin, NaOH, Coziinlir patates nigastasi,
Chem.Co(St.Louis.MO.USA) Amilopektin, Amiloz, Coziinmeyen patates nisastasi, Folin
Reaktifi, PMSF, 3,5 Dinitrosalisilikasit,

Merck CH;COONa, MOPS, Na,CO;, Na-K Tartarat, NaHSO;,

A.G(Darmstadt,Germany) Pepton, Akrilamid, Tris, Mg,SO,;, CuSO,5H,0, APS,
TEMED, EDTA, KI, I, Ure, 2-Merkaptoetanol, p-
siklodekstrin, MgCl,, BaCl,, CaCl,, MnCl,, NiCl,, HgCl,,
ZnCl,, CoCl,, NaCl, FeCl,, CuCl,, NaOH, NaClO,, NaszPO.,,
NaN3;, NaCN, NaCl, Na,HPO., Na,B,O;, Na,CO; NaAc,
Na,CQOy,, NaN03, NaHCO3, Na,SO,, Nast3, NanH4NQO3,
NaHSO,, Bromofenol mavisi, SDS, Mg,SO,

Pharmacia Sefadeks G-100 kolon dolgu maddesi
Conda Pronodisa Pepton

Ambresco BSA

Fermentas Protein markiri

Himedie Agar

2.3. Kullanilan Cozeltiler
2.3.1. Tampon Cozeltiler ve Hazirlanislar

Asetat Tamponu (50 mM, pH 4,0): 0,34 g sodyum asetat trihidrat yaklagik 45 mL saf
suda ¢ozildiikten sonra pH’s1 1 N asetik asit ile ile 4,0’e ayarlanarak hacmi 50 mL’ye
tamamlandi.

Asetat Tamponu (50 mM, pH 4,5): 0,34 g sodyum asetat trihidrat yaklagik 45 mL saf
suda ¢oziildiikten sonra pH’s1 1 N asetik asit ile ile 4,5’e ayarlanarak hacmi 50 mL’ye
tamamlandi.

Asetat Tamponu (50 mM, pH 5,0): 0,34 g sodyum asetat trihidrat yaklasik 45 mL saf
suda coziildiikten sonra pH’s1 1 N asetik asit ile ile 5,0’e ayarlanarak hacmi 50 mL’ye
tamamlandi.

Asetat Tamponu (50 mM, pH 5,5): 0,34 g sodyum asetat trihidrat yaklasik 45 mL saf
suda ¢ozildiikten sonra pH’s1 1 N asetik asit ile ile 5,5’e ayarlanarak hacmi 50 mL’ye

tamamlandi.
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MOPS Tamponu (50 mM, pH 6,0): 0,52 g MOPS yaklastk 45 mL saf suda
coziildiikten sonra pH’s1 1 N NaOH ile 6,0’e ayarlanarak hacmi 50 mL’ye tamamlandi.
MOPS Tamponu (50 mM, pH 6,5): 0,52 g MOPS yaklastk 45 mL saf suda
¢oziildiikten sonra pH’s1 1 N NaOH ile 6,5’e ayarlanarak hacmi 50 mL’ye tamamland.
MOPS Tamponu (50 mM, pH 7,0): 0,52 g MOPS vyaklastk 45 mL saf suda
coziildiikten sonra pH’s1 1 N NaOH ile 7,0’e ayarlanarak hacmi 50 mL’ye tamamlandi.
MOPS Tamponu (50 mM, pH 7,5): 0,52 g MOPS yaklastk 45 mL saf suda
¢oziildiikten sonra pH’s1 1 N NaOH ile 7,5’e ayarlanarak hacmi 50 mL’ye tamamlandi
Tris-HCI Tamponu (50 mM, pH 8,0): 0,3028 g Tris yaklasik 45 mL saf suda
coziildiikten sonra pH’s1 1 N HCl ile 8,0’e ayarlanarak hacmi 50 mL’ye tamamlandi.
Tris-HCI Tamponu (50 mM, pH 8,5): 0,3028 g Tris yaklagik 45 mL saf suda
coziildiikten sonra pH’s1 1 N HCl ile 8,5’a ayarlanarak hacmi 50 mL’ye tamamlanda.
Tris-HCI Tamponu (50 mM, pH 9,0): 0,3028 g Tris yaklagik 45 mL saf suda
¢oziildiikten sonra pH’s1 1 N HCl ile 9,0’a ayarlanarak hacmi 50 mL’ye tamamlandi.
Tris-HCI Tamponu (50 mM, pH 9,5): 0,3028 g Tris yaklasik 45 mL saf suda
coziildiikten sonra pH’s1 1 N HCl ile 9,5’a ayarlanarak hacmi 50 mL’ye tamamlanda.
Glisin-NaOH Tamponu (50 mM, pH 10,0): 1,87 g Glisin yaklasik 45 mL saf suda
¢oziildiikten sonra pH’s1 1 N NaOH ile 10’a ayarlanarak hacmi 50 mL’ye tamamlandi.
Glisin-NaOH Tamponu (50 mM, pH 10,5): 1,87 g Glisin yaklasik 45 mL saf suda
coziildiikten sonra pH’s1 1 N NaOH ile 10’a ayarlanarak hacmi 50 mL’ye tamamland.
Glisin-NaOH Tamponu (50 mM, pH 11,0): 1,87 g Glisin yaklasik 45 mL saf suda
¢oziildiikten sonra pH’s1 1 N NaOH ile 11°e ayarlanarak hacmi 50 mL’ye tamamlandi.
Glisin-NaOH Tamponu (50 mM, pH 11,5): 1,87 g Glisin yaklasik 45 mL saf suda
coziildiikten sonra pH’s1 1 N NaOH ile 11,5’e ayarlanarak hacmi 50 mL’ye tamamlandi.
Glisin-NaOH Tamponu (50 mM, pH 12,0): 1,87 g Glisin yaklasik 45 mL saf suda

coziildiikten sonra pH’s1 1 N NaOH ile 12°e ayarlanarak hacmi 50 mL’ye tamamlandi.

2.3.2. Substrat Cozeltileri ve Enzim Aktivitesi Tayininde Kullanilan Diger
Cozeltiler

%2’lik nisasta ¢Ozeltisi: 2 gram ¢oziiniir patates nisastast 100 mL aktivite tamponunda
coziilerek hazirlandi ve her tayin sirasinda taze hazirlanip kullanildi.

3,5-Dinitrosalisilik Asit (DNS) Cozeltisi (Cozelti A): 22 mL %10’luk NaOH ¢ozeltisi

izerine az miktarda suda ¢oziinmiis 10 g fenol ilave edilip 100 mL’ ye seyreltildi.
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Cozelti B: 6,9 g sodyum bistilfit 69 mL ¢ozelti A’da ¢ozildii.

Cozelti C: 300 mL % 4,5 NaOH, 225 g Na-K tartarat ve 880 mL % 1’lik 3,5-
dinitrosalisilik asit karistirildi. Cozelti B ve C kanstirilarak DNS ¢6zeltisi hazir hale
getirildi.

2.3.3. Protein Tayininde Kullanilan Cozeltiler

Lowry A Cozeltisi (0,1 N NaOH iginde %2 (w/v) Na,CO3 ): 0,4 g NaOH ve 2,0 g
Na,COjs saf suda ¢oziiliip hacmi 100 mL’ ye tamamlanarak hazirland: ve ¢ozelti +4 °C’de
saklandi.

Lowry B Cozeltisi (%1 CuSO4.5H,0 ¢ozeltisi): 1,0 g CuSO4.5H,0 saf suda ¢oziiliip
hacmi 100 mL’ye tamamlanarak hazirlandi ve ¢ozelti +4 °C’de sakland.

Lowry C Cozeltisi (%2 Na-K Tartarat Cozeltisi): 2,0 g Na-K tartarat saf suda ¢oziiliip
hacmi 100 mL’ye tamamlanarak hazirlandi ve ¢dzelti +4 °C’de sakland.

Lowry D Cozeltisi: 1 kisim lowry B ve lowry C karistirilarak hazirlandi.

Lowry E Cozeltisi: 0,5 mL Lowry D ile 25 mL Lowry A karistirilarak hazirlandi.

Sigir Serum Albiimin (BSA) Cozeltisi (1 mg/mL): 5,0 mg BSA saf suda ¢oziiliip
hacmi 5 mL’ye tamamlanarak hazirland: ve ¢dzelti +4 °C°de saklandh.

0,1 N NaOH i¢inde % 0,1 (w/v) SDS Cozeltisi: 0,4 g NaOH ve 0,1 g SDS saf suda

¢oziiliip hacmi 100 mL’ye tamamlanarak hazirland1 ve ¢ozelti +4 °C’de saklandi.

2.3.4. Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) ve Dogal Poliakrilamid Jel Elektroforezinde
Kullanilan Cozeltiler

Ayirma Jeli Tamponu (1,5 M Tris-HCl): 5,4225 g Tris baz1 200 mL saf suda
coziilerek, pH’s1 8,8’e ayarlanip hacmi 250 mL’ye tamamlanarak hazirlandi. Cozelti
+4 °C’de sakland.

Yigma Jeli Tamponu (1 M Tris-HCI ): 0,2850 g Tris bazi1 200 mL saf suda ¢oziilerek,
pH’s1 6,8’e ayarlanip hacmi 250 mL’ye tamamlanarak hazirlandi. Cozelti +4 °C’de
saklandi.

SDS Cozeltisi (%10): 10 g SDS saf suda ¢6ziiliip hacmi 100 mL’ye tamamlandi.

Amonyum Perstilfat (APS) Cozeltisi (% 10): 1 g APS saf suda ¢6ziiliip hacmi
10 mL’ye tamamlanarak hazirland1 ve ¢dzelti -20 °C’de saklandh.

N,N,N’,N’-Tetrametiletilendiamin (TEMED): Orijinal sisesinden kullanildu.
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Akrilamid/Bisakrilamid Cozeltisi (% 30): 29,20 g akrilamid ve 0,80 g N,N’-
metilenbisakrilamid saf suda ¢oziiliip hacmi 100 mL’ye tamamland: ve ¢ozelti +4 °C’de
saklandi.

Gliserol Cozeltisi (%80): 80 mL gliseroliin hacminin saf suyla 100 mL’ye
tamamlanmasi ile hazirlandu.

Bromofenol Mavisi (0,1):10 mg bromofenol mavisinin saf suda ¢6ziiliip hacminin
10 mL’ye tamamlanmasiyla hazirlandi.

SDS-PAGE Yiikleme Cozeltisi: 150 pL 1 M Tris-HCl (pH 6,8), 400 pL %10 SDS,
100 puL %0,1 bromofenol mavisi, 250 pL %80 gliserol ve 60 uL B-merkaptoetanol’iin
karistirilmasiyla hazirland: ve kiigiik kisimlara ayrilarak, -20 °C de sakland.

SDS-PAGE Yiiriitme Tamponu: 7,20 g Tris ve 1,50 g glisin yaklasik 480 mL saf suda
¢oziildiikten sonra 10 mL SDS (%10) ¢ozeltisi ilave edildi. pH 8,3’e ayarlandi ve ¢ozelti
hacmi 500 mL’ye tamamlandi.

Dogal PAGE Yiikleme Cozeltisi: 150 uL. 1 M Tris-HCl (pH 6,8), 100 pL 9%0,1
bromofenol mavisi, 250 pL %80 gliserol ve 460 pL saf suyun karistirilmastyla hazirland
ve kiiciik kisimlara ayrilarak, -20 °C de sakland.

Dogal PAGE Yiiriitme Tamponu: 7,20 g Tris ve 1,50 g glisin yaklasik 490 mL saf
suda coziildiikten sonra pH 8,3’e ayarlandi ve ¢ozelti hacmi 500 mL’ye tamamlandi.

%10’luk Nisasta Cozeltisi: 10 g ¢Oziiniir nigasta tartilip saf suda ¢oziildii.

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

Boya Uzaklastirma Cozeltisi: 100 mL glasiyal asetik asit, 400 mL metanol ve 600 mL
saf su karistirilarak hazirlandi.

Substrat Boyama Cozeltisi: 0,30 g iyot, 0,60 g KI ve 1 g NaHCO3 100 mL saf suda

¢oziildii ve 1:100 oraninda seyreltilerek kullanildi.

2.4. Sivi ve Kati Besiyerleri

Luria-Bertani Besiyerinin (LB) Hazirlanmasi: 10,0 g tripton, 5,0 g maya ekstragi ve
5,0 g NaCl yaklasik 980 mL saf suda ¢oziildiikten sonra pH’ s1 1 N NaOH ile 7,5’¢
ayarlandi. Daha sonra ¢ozeltinin hacmi 1000 mL’ye tamamlanarak 121 °C’de ve 1,1 atm
basing altinda 20 dakika bekletilerek steril edildi (Maniatis vd., 1989).

Luria-Bertani Agar Besiyerinin (LB Agar) Hazirlanmasi: 10,0 g tripton, 5,0 g maya
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ekstragi ve 5,0 g NaCl ve 15,0 g agar yaklasik 980 mL saf suda ¢oziildiikten sonra pH’ s1
1 N NaOH ile 7,5’e ayarlandi. Daha sonra ¢6zeltinin hacmi 1000 mL’ye tamamlanarak 121
°C’de ve 1,1 atm basing altinda 20 dakika bekletilerek steril edildi (Maniatis vd., 1989).

Indiiklenmis Besiyerinin Hazirlanmasi: 10 g ¢dziinmeyen nisasta, 10 g NaCl, 5 g
tripton, 50 mM CaCl, ve 10 mM Mg,SO, igeren karisim yaklasik 950 mL saf suda
coziildiikten sonra pH’ s1 1 N NaOH ile 7,5’e ayarlandi. Daha sonra ¢ozeltinin hacmi 1000
mL’ye tamamlanarak 121 °C’ de ve 1,1 atm basing altinda 20 dakika bekletilerek steril
edildi.

2.5. Deneysel Calismalar

2.5.1. Anoxybacillus gonensis Z4 Susunun Ekstraseliiler a-Amilaz Uretimi Icin
Petri Testi

Z4 susu 55 °C’de LB ortaminda 4 saat 6n biiyiitmeden sonra %1 tripton, %0,5 NaCl,
%0,5 maya ekstragi, %1,5 g agar ve %1 ¢oziiniir patates nisastasi iceren besiyerine ekildi.

24 saat boyunca 55 °C’de biiyiimeye birakild: ve petri igerigi iyot ¢ozeltisiyle boyandi.

2.5.2. Ekstraseliiler Ham Enzim Kaynaginin Uretilmesi

Ekstraseliiler ham enzim 6ziitii i¢in Anoxybacillus gonensis Z4 susu %1 ¢oziinmeyen
nigasta, % 0,5 tripton, %21 NaCl, 50 mM CaCl, ve 10 mM Mg,SO;, igeren besiyerine ekim
yapildi. 55 °C’de 48 saat boyunca ¢alkalamali su banyosunda biiyiimeye birakildi. Elde
edilen karigim 13000 rpm’de 45 dakika santrifiij edilerek berrak ekstraseliiler ham enzim

kaynagi elde edildi.

2.5.3. Termofilik a-Amilazin Saflastirilmasi

2.5.3.1. Amonyum Siilfat Coktiirmesi

Elde edilen ham enzim o6ziitiindeki proteinleri ¢oktiirmek amaciyla kati amonyum
stilfat ¢oktiirmesi yapildi. Ham enzim 6ziitiinlin hacmi meziirle 6l¢iildiikten sonra, bir
beher i¢erisinde buz banyosunun igerisinde magnetik karistirici lizerine yerlesitirildi ve tuz
ilavesi boyunca en diisiik ayarda, koplirme olmayacak sekilde karistirildi. Amonyum siilfat
doygunlugu %40 olacak sekilde yeterli miktarda amonyum siilfat tartildi (Segel, 1976, Ek
Tablo 1). Beherin dibinde amonyum siilfat birikmeyecek sekilde, spatiille yavas yavas
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amonyum siilfat ilave edildi. Amonyum siilfat doygunlugu %40 olan enzim &ziiti,
buzdolabinda +4 °C’de bir gece bekletildi. Ertesi giin ¢oken proteinleri uzaklastirmak
amaciyla 10000 rpm’ de 30 dakika santrifiij edildi. Protein pelletleri bir falkon igerisinde,
siipernatan ise temiz bir beher igerisinde toplandi. Amonyum siilfat doygunlugu %40 olan
bu enzim 6ziitlinlin tuz doygunlugunun % 80 olmasi i¢in yeterli miktarda amonyum siilfat
tartildi. % 40 tuz doygunlugundaki enzim 6ziitiinii igeren beher, buz banyosunun igerisinde
magnetik karistirici {izerine yerlestirildi ve tuz ilavesi boyunca en diisiik ayarda, kopiirme
olmayacak sekilde karistirildi. Beherin dibinde amonyum siilfat birikmeyecek sekilde,
spatiille yavas yavag amonyum siilfat ilave edildi. Amonyum siilfat doygunlugu % 80 olan
enzim Oziitii buzdolabinda +4 °C’de bir gece bekletildi. Ertesi giin ¢dken proteinleri
uzaklastirmak amaciyla 10000 rpm’ de 30 dakika santrifiij edildi. Coken proteinler daha

sonraki asamalarda kullanmak amaciyla -20 °C’de saklandu.

2.5.3.2. Coktiiriilen Proteinlerin Amicon Ultracel Membran 30.000MWCO
Milipore ile Konsantre Edilmesi

Amonyum siilfat ile ¢oktiirme sonrasi elde edilen protein pelleti 50 mM pH’s1 7,0 olan
50 mL MOPS tamponunda ¢oziildii. Karistmda var olan amonyum siilfat tuzunu
uzaklagtirmak ve proteinleri deristirmek amaciyla Amicon Ultracel Membran
(30.000MWCO Milipore) filtre kullanildi. Yeterli miktarda protein karigimi filtre igine
konuldu ve 4500 g’de +4 °C’de santrifiij yapildi. Filtrenin iistiinde kalan protein pelleti ii¢
kez ayni tamponla yikandi ve 50 mM pH’s1 7,0 olan 50 mL MOPS tamponunda ¢6ziildii.
Toplam 16 mL protein karistminin 1 mL’si aktivite ve protein tayini deneyleri igin ayrildi.

Geriye kalan 15 mL saflastirma asamalari i¢in kullanildi.

2.5.3.3. Jel Filtrasyon Kromatografisi

Jel filtrasyon kromatografisi i¢in 60 cm x 3 cm ebatlarinda bir kolon ve kolon dolgu
maddesi olarak Sefadeks G-100 kullanildi. Kolon dolgu maddesi 0,1 M ve pH=10,0 olan
NaHCO3; tamponunda sisirildikten sonra 50 mM ve pH’ s1 7,0 olan MOPS tamponu igine
alindi. Dolgu malzemesi ve kullanilan tiim ¢dzeltilerin gazi bir vakum pompasi yardimiyla
alindiktan sonra Sefadeks G-100 dolgu malzemesi pastor pipeti yardimiyla dikkatlice
kolona paketlendi. Paketleme igleminin ardindan kolon 1000 mL 50 mM ve pH’ s1 7,0 olan
MOPS tamponunun (2 mM CacCl, igerecek sekilde hazirlanmis) gegirilmesiyle dengeye
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getirildi. Sonra kolonun akis hiz1 0,5 mL/dak olacak sekilde ayarlanip 15 mL ham enzim
0ziitii kolona yiiklendi. Poteinleri eliie edebilmek i¢in kolondan protein ¢ikist sona erene
kadar denge tamponu gegirildi. Kolondan ¢ikan eliiatlar 4’er mL’lik fraksiyonlar halinde
ayr1 ayri tiiplerde toplandi. Toplanan eliiatlarda 280 nm dalga boyunda 6l¢iim yapildi.
Protein goézlenen tiiplerde aktivite dl¢iimii yapildi. Aktivite gozlenen eliiatlarda protein
miktarint belirlemek amaciyla protein tayini yapildi. Amilaz aktivitesinin yiiksek oldugu
ve protein igerigi olarakta benzerlik gosteren eliiatlarda protein elektroforezi yapildi.
Elekroforez sonrasi tek protein bantinin gézlendigi eliiatlar birlestirildi. Elde edilen enzim

eltiatlari, Amicon Ultracel Membran 10.000 MWCO Milipore kullanilarak deristirildi.

2.5.4. Protein Tayini

Protein tayini Lowry metoduna gore yapildi (Lowry vd., 1951) ve protein standardi
olarak Si1gir Serum Albiimini (BSA) kullanildu.

Kalibrasyon grafigi ¢izebilmek amaciyla hazirlanan BSA ¢ozeltisinden (1,0 mg/mL)
deney tiiplerine sirastyla 10, 20, 30, 40 ve 50 puL konuldu. Bu sekilde tiiplerde BSA’ nin
nihai konsantrasyonu 20, 40, 60, 80 ve 100 pL olmas1 saglandi.

Standart iceren tiiplerin disinda ham enzim kaynagindan, amonyum siilfatla ¢oktiiriilen
ve amikon filtreden gegirilen protein karigimindan ve saf proteinden ayr1 bir deney tiipiine
5 pL ilave edildi. Standartlarin ve 6rnegin son hacimlerini 500 pL tamamlayacak sekilde
0,IN NaOH igindeki %0,1 (w/v) SDS ¢ozeltisinden ilave edilip vortekslendi.

Her bir tiipe 1 mL Lowry E ¢ozeltisi (%2 sodyum-potasyum tartarat, %1 CuSO,4.5H,0
ve 0,IN NaOH igerisinde %2 Na,COs3) ilave edilip vortekslendikten sonra oda sicakliginda
10 dakika bekletildi.

Standartlara ve numuneye saf su ile 1:1 oraninda seyreltilmis olan Folin Reaktifi’nden
100 puL ilave edildi ve karanlik ortamda 30 dakika inkiibe edildi. 650 nm’de absorbanslar
okundu.

Kalibrasyon grafigi ¢izilerek 6rneklerdeki protein konsantrasyonu hesaplandi.

2.5.5. Dogal Poliakrilamid Jel Elektroforezi (Dogal PAGE)

Dogal PAGE, SDS icermeyecek sekilde hazirlanan %5°lik yigma jeli ve %10’luk
ayirma jeli kullanilarak gergeklestirildi (Tablo 7).
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Tablo 7. Dogal-PAGE de kullanilan bilesenler ve oranlari

%5’lik Yigma Jeli %10’ luk Ayirma Jeli

Bilesenleri (mL) Bilesenleri (mL)

% 10 Nisasta T 1,0

2,7 3,1
Saf su
% 30 Akrilamid/bisakrilamid 0,67 3,3
1,0 M Tris (pH 6,8) 0,5
1,5 M Tris (pH 8,8) 2,5
% 10 APS 0,04 0,1
TEMED 0,004 0,004

Jel SDS-PAGE’de oldugu gibi ancak SDS icermeyecek sekilde hazirlandiktan sonra
tanka yerlestirildi ve tank dogal PAGE yliriitme tamponu ile dolduruldu. Her bir kuyucuk
yaklasik 40 pg protein icerecek sekilde dogal PAGE yiikleme ¢ozeltisi ile karistirildl ve
Hamilton siringasi kullanilarak kuyucuklara yiiklendi. Elektroforez iinitesi buz dolu bir
kabin icine yerlestirilerek, boya yigma jelinden ¢ikana kadar 20 mA’de, daha sonra da
boya ayirma jelinin alt kismima gelene kadar yaklasik olarak 1-1,5 saat 25 mA’de
yiriitiildi. Tanktan cikarilan jel tizerine jel boyama ¢ozeltisi ilave edildi ve yavas bir
sekilde 10 dakika sallanarak bekletildi. Boyanan jel, boyanin fazlasini uzaklagtirmak ve
protein bantlar1 goriiniir hale getirmek amaciyla boya uzaklastirma ¢ozeltisi ile yikandi.

Substrat boyamasi i¢in, dogal-PAGE jeline %10’luk nisasta ¢6zeltisinden 1 mL ilave
edildi. Yiriitme islemi tamamlandiktan sonra 55 °C’de yaklasik olarak 30 dakika inkiibe
edildi. Daha sonra jel iizerine boyama ¢ozeltisi ilave edilerek protein banti goriiniir hale

getirildi.

2.5.6. SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi

SDS-PAGE Sambrook ve arkadaslarina (1989) gore %5°lik yigma jeli ve %12°lik
ayirma jeli kullanilarak gergeklestirildi (Tablo 8).

Hazirlanan jel karisimi plakalar arasina ytliklendikten sonra tanka yerlestirildi ve tank
SDS yiiriitme tamponu ile dolduruldu. Her bir kuyucuk yaklasik 40 pg protein igerecek
sekilde dogal PAGE ylikleme ¢ozeltisi ile karistirildi ve kaynar su banyosunda 5 dakika
kaynatildi. Bu sayede ii¢ boyutlu yapis1 bozulan proteinler Hamilton siringasi kullanilarak

kuyucuklara yiiklendi.
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Tablo 8. SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan bilesenler ve oranlari

%5’lik Yigma Jeli %12’ luk Ayirma Jeli

Bilesenleri (mL) Bilesenleri (mL)
Saf su 2,7 4,0
%30 Akrilamid/bisakrilamid 0,67 3,3
1,0 M Tris (pH 6,8) 0,5
1,5 M Tris (pH 8,8) 2,5
%10 SDS 0,04 0,1
% 10 APS 0,04 0,1
TEMED 0,004 0,004

Elektroforez iinitesi buz dolu bir kabin i¢ine yerlestirilerek, proteinler, yigma jelinden
¢ikana kadar 20 mA’de, daha sonra da boya ayirma jelinin alt kismina gelene kadar
yaklagik olarak 1-1,5 saat 25 mA’de yiriitiildii. Tanktan ¢ikarilan jel {izerine jel boyama
cozeltisi ilave edildi ve 3 saat boyunca boyamaya birakildi. Boyanan jel, boyanin fazlasim
uzaklagtirmak ve protein bantlarini goriiniir hale getirmek amaciyla boya uzaklastirma

cozeltisi ile yikandi.

2.5.7. Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Enzim aktivitesi i¢in, dakikada 1 pM glukoz agiga ¢ikaran enzim miktar1 bir {inite
olarak tanimlandi. Enzim aktivitesi tayini indirgen seker tayini yontemi olan 3,5-
dinitrosalisilik asit metodu (DNS) kullanilarak yapildi (Miller, 1959). 150 pL aktivite
tamponu (50 mM, pH=7,0 ve 2 mM CaCl; igeren MOPS tamponu) iizerine %2’lik nisasta
¢ozeltisinden 300 uL eklenerek 70 °C’de 5 dakika &n 1sitma yapildi. Daha sonra saf enzim
onceden 1s1tilmis olan bu karisim iizerine ilave edildi ve 70 °C’de 20 dakika inkiibe edildi.
Reaksiyonu durdurmak ve renklendirmek amaciyla, reaksiyon karigimi iizerine 600 pL
DNS c¢ozeltisi ilave edilerek su banyosunda 5 dakika kaynatildi. Reaksiyon karigiminin

absorbansi spektrofotometrede 540 nm’de okundu.

2.5.8. Saflastirilan Enzimin Substrat Ozgiinliigiiniin Belirlenmesi

Saflagtirilan amilaz enziminin substrat 6zglinliigiiniin belirlenmesi enzimin a-amilaz
oldugunu teyid etmek agisindan olduk¢a Onemlidir. Bu amagla, amilopektin, amiloz,
patates nisastasi, misir nisastasi, bugday nisastasi, seliiloz, glikojen ve [-siklodektsrin
substratlarinin %2’ lik ¢ozeltileri kullanilarak nihai substrat konsantrasyonu %]1 olacak

sekilde amilaz aktivitesi bakildi ve aktiviteler hesaplandi.
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2.5.9. a-Amilaz Katalizli Reaksiyon Karisigminda HPLC Yéntemiyle Son Uriin
Tayini

Yiiksek performansli sivi kromotografisi kullanilarak enzimin son iriinii belirlendi.

Standart olarak glukoz, fruktoz ve sakkaroz kullanildi. Tampon, enzim ve substrat

karisimlarmm 70 °C’ de 10, 20, 30 ve 45 dakika inkiibe edildi. Elde edilen karisimlar

filtreden gecirilerek viallere yiiklendi ve tayine hazir hale getirildi. Hareketli faz olarak

%80’lik asetonitril varliginda 6rnekler cihaza verildi ve 16 dakikalik bir kosturma sonrasi

kromotogramlar alind1 ve son iiriin belirlendi.

2.5.10. Glukoz Standart Grafiginin Hazirlanmasi

0,625 mg/mL konsantrasyonda stok glukoz ¢ozeltisi hazirlandi ve bu ¢ozeltiden belirli
seyreltmelerle dokuz farkli konsantrasyonda glukoz ¢ozeltisi hazirlandi. Her bir
konsantrasyon ii¢ paralel ¢alisildi. Kor olarak saf su kullanildi. Deney tiiplerine 600 pL
standart ¢ozeltilerden pipetlendi ve 70 °C’de 20 dakika inkiibe edildi. Reaksiyonu
durdurmak ve renklendirmek amaciyla, reaksiyon karigimi tizerine 600 uL. DNS ¢ozeltisi
ilave edilerek su banyosunda 5 dakika kaynatildi. Sogutulduktan sonra reaksiyon

karigiminin absorbansi 540 nm’de okundu.

2.6. Bazi Parametrelerin Saflastirllan Anoxybacillus gonensis Z4 a-Amilazimin
Aktivitesi Uzerine Etkileri

2.6.1. pH’1n Etkisi

Anoxybacillus gonensis Z4 a-amilaz’mnin aktivitesi, pH’in bir fonksiyonu olarak farkli
pH’larda hazirlanan tampon c¢ozeltilerle ve substrat olarak c¢Oziinilir patates nisastasi
kullanilarak belirlendi. Bunun i¢in, 50 mM konsantrasyonda hazirlanan pH 4,0-5,5
arasinda Asetat tamponu, pH 6,0-7,5 arasinda MOPS tamponu, pH 8,0-9,5 arasinda Tris-
HCI tamponu ve pH 10,0-12,0 arasinda Glisin-NaOH tamponlar1 kullanildi. Tespit edilen
optimum pH degerinden faydalanilarak substrat konsantrasyonu, protein miktarinin ve

diger parametrelerin enzim aktivitesi iizerine etkisi incelendi.
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2.6.2. Sicakhigin Etkisi

Enzim aktivitesi lizerine sicakligin etkisini belirleyebilmek amaciyla, 10°C’lik
artiglarla 20-90°C araliginda sicaklik degerlerinde ol¢limler yapildi. Tampon ve substrat
cozeltisi karigimlari, belirlenen optimum pH degerinde ve belirtilen sicaklik araliginda 20
dakika inkiibe edildi. Elde edilen sonuglar sicakligin fonksiyonu olarak grafige aktarild.

Grafikte gozlenen tek pik optimum sicaklik degeri olarak alindi.

2.6.3. Enzim Konsantrasyonunun Etkisi

Anoxybacillus gonensis Z4 o-amilaz’inin konsantrasyonunun degistirilmesiyle enzim
aktivitesinin degisimini incelemek ve aktivenin en yiiksek oldugu optimum protein
miktarini belirlemek amaciyla, onceden belirlenen optimum pH ve sicaklikta ve sabit
substrat miktarina karsilik proteinin degisen miktarlarina karsilik (0,01 — 0,8 mg/mL)
aktivite degisimi grafige gecirildi.

2.6.4. Substrat Konsantrasyonunun EtkKisi

Enzimin aktivite gosterdigi en uygun substrat konsantrasyonunu belirlemek amaciyla,
daha 6nceden ifade edilen optimum sartlarda enzim aktivitesi degisen substrat miktarlarina
(0,1-12 mg/mL) kars1 belirlendi. Diger parametrelerin belirlenmesinde 6lgiilen en yiiksek

hiz degerindeki substrat konsantrasyonu kullanildu.

2.6.5. Isil Kararhligin Incelenmesi

Enzimin 1s1l kararliligini incelemek amaciyla, saf enzim, +4 °C, 55 °C, 70 °C ve 90 °C
sicakliklarda 1, 3, 5, 7, 9 ve 10 giin boyunca inkiibe edildi. Bu siirelerin bitiminde optimum
sartlar altinda aktivite tayini yapildi. Kalan yiizde Anoxybacillus gonensis Z4 a-amilaz’inin

aktivitesi inkiibe edilmemis enzimle yapilan dl¢limle kiyaslanarak hesaplandi.

2.6.6. pH Kararhliginin incelenmesi

Enzimin pH kararliligini incelemek amaciyla, saf enzim 50 mM konsantrasyonunda
pH 4,5 ve 5,5 asetat tamponu, pH 6,5 ve 7,5 MOPS tamponu, pH 8,5 ve 9,5 tris-HCI
tamponu ile 1:1 oraninda karistirildi. Enzim-tampon karisimlari 4 °C, 55 °C, 70 °C ve 90

°C’de toplam 10 giine kadar degisen siirelerde inkiibe edildikten sonra optimum sartlar
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altinda aktivite tayinleri gergeklestirildi. Aymi sekilde hazirlanan ancak inkiibasyona
birakilmamis enzim-tampon karisimlarinin optimum sartlar altinda aktiviteleri bulunarak

yiizde kalan aktiviteler hesaplandi.

2.6.7. Baz1 Kimyasal, Deterjan, Anyonlarin ve Metal Iyonlarinin Enzim Aktivitesi
Uzerine Etkisi

Anoxybacillus gonensis Z4 a-amilaz’inin aktivitesi {izerine bazi metal iyonlarinin
etkisini incelemek amaciyla, Ba**, Mg®* , Mn?* | Hg*" , Ni** , zn*" , Ca*" , Co?*, Fe®* ve
cu?* iyonlariin kloriir tuzlarinin 100 mM’lik stok ¢ozeltileri kullanildi. Metal iyonlarinin
reaksiyon karigimlarinda nihai konsantrasyonlart ImM, 5 mM, 10mM ve 20 mM olacak
sekilde ilave edilerek, optimum sartlar altinda aktivite tayinleri yapildi. EDTA’nin enzim
aktivitesi iizerine etkisi de ayn1 konsantrasyonlarda calisildu.

Anoxybacillus gonensis Z4 o-amilaz’min aktivitesi iizerine bazi anyonlarin etkisini
incelemek amaciyla OH", ClO4, NO2, PO,3 N3, CN, CI', HPO, 2, B4O;2, COs?, Ac,
CO42 NOgz, HCOs, SO,2 SOs, CgHiiN,Os, WO,* ve HSO; anyonlarmin sodyum
tuzlarinin 100 mM’lik stok ¢ozeltileri kullanildi. Anyonlarin reaksiyon karisimlarinda nihai
konsantrasyonlart ImM, 5 mM, 10 mM ve 20 mM olacak sekilde ilave edilerek, optimum
sartlar altinda aktivite tayinleri yapildi. Ure’ nin de ayni konsantrasyonlarda enzim
aktivitesi iizerine etkisi incelendi.

Anoxybacillus gonensis Z4 a-amilaz’inin aktivitesi lizerine bazi deterjanlarin etkisini
incelemek amaciyla Triton X-114, Triton X-100, Tween 80, Tween 20, bulasik makinasi
sivt deterjani, bulasik sivi el deterjani, Kati camasir makinasi deterjani, sivi ¢camasir
makinas1 deterjan1 ve leke ¢ikarict kullanildi. Bu deterjanlarin % 10 luk stok c¢ozeltileri
hazirland1. Deterjanlarin reaksiyon karisimlarinda nihai konsantrasyonlart % 0,5, % 1 ve %
2 olacak sekilde ilave edilerek, optimum sartlar altinda aktivite tayinleri yapildu.

Ayrica fenilmetilsiilfanoflorid (PMSF) ve 2-merkaptoetanol (2-ME) nihai
konsantrasyonlari sirasiyla %1, 1 mM ve 10 mM olacak sekilde ilave edilerek, optimum
sartlar altinda aktivite tayinleri yapildi. Metal iyonu, anyon, deterjan ve kimyasal
icermeyen karisimin aktivitesi elde edilen sonuglarla kiyaslanarak yilizde kalan aktiviteler

hesaplandi.



3. BULGULAR

3.1. a-Amilazin Saflastirilmasi

3.1.1. Anoxybacillus gonensis Z4 Termofilik Susunun Ekstraseliiler o-Amilaz
Uretiminde Petri Testi

Z4 susu 55 °C’de LB ortaminda 4 saat 6n biiyiitmeden sonra %1 tripton, %0,5 NacCl,
%0,5 maya ekstragi, %1,5 g agar ve %1 c¢oziiniir patates nisastasi igeren besiyerine ekildi.
24 saat boyunca 55 °C’de biiyiimeye birakildi ve iyot ¢dzeltisiyle boyandi. Olusan beyaz
alandan Anoxybacillus gonensis Z4 susunun ekstraseliiler amilolitik enzim trettigi tespit
edildi (Sekil 10).

Sekil 10. Anoxybacillus gonensis Z4 susunun amilolitik petri testi
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3.1.2. Enzimin Jel Filtrasyon Kromatografisi ile Saflastirilmasi

Amonyum siilfat ile ¢oktiirme sonrasi elde edilen protein pelleti 50 mM pH’s1 7,0 olan
50 mL MOPS tamponunda ¢6ziildii. Amonyum siilfat tuzunu uzaklastirmak ve proteinleri
deristirmek amaciyla Amicon Ultracel Membran (30.000MWCO Milipore) filtre
kullanildi. Filtrenin iistiinde kalan protein pelleti ii¢ kez ayn1 tamponla yikand1 ve 16 mL
50 mM pH’st 7,0 olan MOPS tamponunda ¢6ziildii. 50 mM ve pH’ s1 7,0 olan MOPS
tamponunun (10 mM CaCl, igerecek sekilde hazirlanmis) gecirilmesiyle dengeye getirilen
kolona 15 mL ham enzim 6ziitii yiiklendi ve akis hiz1 0,5 mL/dak olacak sekilde ayarlandi.
Poteinleri eliie edebilmek i¢in kolondan protein c¢ikist sona erene kadar denge
tamponundan gecirildi. Kolondan ¢ikan eliiatlar 4’er mL halinde tiiplerde toplandi.
Toplanan eliiatlarda kalitatif olarak protein varligini belirleyebilmek i¢cin 280 nm dalga
boyunda Ol¢iim yapildi. Protein varligi gozlenen tiiplerde amilolitik aktivite Ol¢timii
yapildi. Daha sonra amilolitik aktivite gézlenen tiiplerde, protein miktar1 Lowry metodu
kullanilarak, kantitatif olarak belirlendi. Fraksiyonlarmn 280 nm dalga boyunda verdikleri
absorbans degerleri ile amilolitik aktivite degerlerinin excell programi yardimiyla

grafikleri ¢izildi (Sekil 11).
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Sekil 11. Jel Filtrasyon kolonu sonrasi toplanan fraksiyonlarin protein igerigi ve
amilolitik aktivite degerleri
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6 numarali fraksiyondan itibaren kolondan protein gelmeye basladig1 ve 54 numarali
fraksiyonda ise protein gelisinin sona erdigi tespit edildi. 30 ile 42 numaral1 fraksiyonlar da
dahil olmak {iizere toplam 13 fraksiyonda amilolitik aktivite gozlenmistir. Elde edilen
verilere gore benzer amilolitik aktivite gosteren ve protein igerigi de yakin olan
fraksiyonlar birlestirildi. Saf enzim eliiatinda Lowry yOntemiyle protein tayini yapilip

Ozgiil aktivite degeri hesaplandi (Tablo 9).

Tablo 9. Anoxybacillus gonensis Z4’ ten izole edilen ekstraseliiler a-Amilaza ait saflastirma

tablosu
Hacim | Protein | Toplam | Aktivite | Toplam Ozgiil Saflagtirma | Verim
(mL) (mg/mL) | Protein | (U/mL) | Aktivite | Aktivite Katsayisi (%)
(mg) L) (U/mg
protein)
Ham Enzim | 9900 0,054 538,6 2,2 21780 40,4 1 100
Kaynagi
% (40-80)
(NH,),SO,, 15 6,2 92,3 1091,6 | 16375 177,5 44 75,2
Amicon filtre ile
deristirme
Jel  Filtrasyon
Kromotografisi 15 0,9 13,5 1083,3 | 16250 1203,7 29,8 74,6

3.1.3. Dogal Poliakrilamid Jel Elektroforezi (Dogal PAGE)

Dogal PAGE’de saf enzimin yiiriitiiliip Comassie Brillant Blue R250 ile boyanmasi
sonucunda (Sekil 12B) tek bir bandin gozlenmesi enzimin basarili bir sekilde
saflagtirilabildigi sonucunu desteklemektedir. Ancak bu yontemle, saf proteinin molekiil
agirhgr belirlenemediginden enzimin alt birimlerinin sayist tespit edilememistir. Enzim
aktivite boyamasi i¢in (Sekil 12A), %I10’luk dogal poliakrilamid jeline %1 son
konsantrasyonda olacak sekilde ¢Oziiniir patates nisastasi ilave edilerek elektroforez
yapildi. Jelde agiga ¢ikan beyaz bolge amilazin varligini ve nisasta tizerindeki aktivitesini

gostermektedir.
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Sekil 12. Dogal PAGE elektroforezi. Al: Saf enzim, A2: %
(40-80) Amonyum siilfat ¢oktiirmesi, A3: Ham
enzim kaynagi, Bl: Saf enzim, B2: % (40-80)
Amonyum siilfat ¢oktiirmesi, B3: Ham enzim
kaynagi

3.1.4. SDS Poliakilamid Jel Elektroforezi (SDS PAGE)

SDS-PAGE %]12’lik jele yaklasik 40 ng protein yiiklenerek yapildi. Elektroforez jelinin
Coomassie Brilliant Blue R250 ile boyanip fazla boyanin uzaklastirilmast sonucunda
Anoxybacillus gonensis Z4 a-amilazinin jel filtrasyon kromotografisiyle etkili bir bigimde
saflastirildign tespit edildi (Sekil 13).
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Sekil 13. SDS-PAGE elektroforezi. 1: Ham enzim kaynagi,
2: % (40-80) Amonyum siilfatla ¢oktiirme sonrasi,
3: Saf enzim, 4: Standart protein karigimi

Saf proteinin kromatogramda tek bant halinde olmasi, enzimin farkli molekiil agirlikl
alt birimlerden olusmadigini veya alt birim igermedigini gostermektedir. Standart
proteinlerin Rf degerleri, bu proteinlerin molekiil agirliklarinin logaritmasina kars1 grafige
gegirilerildi(Sekil 14). Saf proteinin Rf degeri 0,39 olarak bulundu ve grafikten
faydalanarak Anoxybacillus gonensis Z4 ekstraseliiler a-amilazinin molekiil kiitlesi tespit
edildi. Yapilan bu hesaplamayla Anoxybacillus gonensis Z4 ekstraseliiler oi-amilazin tek alt

birim molekiil kiitlesi yaklasik 50 kDa olarak belirlendi.
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Sekil 14. Standart proteinlerin Rf degerlerine karsi molekiil agirliklarinin
logaritmas grafigi

3.1.5. Saflastirllan Enzimin Biyokimyasal Karakterizasyonu

3.1.5.1. a-Amilaz Katalizli Reaksiyon Karisiminda HPLC Yéntemiyle Son Uriin
Tayini

Yiiksek performansl sivi kromotografisi kullanilarak enzimi katalizli reaksiyonun son
tiriinii belirlendi. 10, 20, 30 ve 45 dakikalik inkiibasyon sonrasi reaksiyon ortaminda olusan
son iirliniin glukoz oldugu ve baska tiriin pikinin olusmadig1 gozlendi (Ek Sekil 1, Ek Sekil
2, Ek Sekil 3, Ek Sekil 4 ve Ek Sekil 5).

3.1.5.2. Glukoz Standart Grafiginin Hazirlanmasi

0,625 mg/mL konsantrasyonda stok glukoz ¢ozeltisi hazirland1 ve bu ¢6zeltiden belirli
seyreltmelerle dokuz farkli konsantrasyonda glukoz ¢ozeltisi kullanilarak elde edilen

sonuglarla glukoz standart grafigi ¢izildi (Sekil 15).
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Sekil 15. Glukoz standart grafigi

3.1.5.3. Saflagtirllan Enzimin Substrat Ozgiinliigii ve Enzim Aktivitesinin
Belirlenmesi

Karakterizasyon ¢alismalarinin gerceklestirilebilmesi amaciyla Anoxybacillus gonensis
Z4 termofilik susundan elde edilen saf enzim i¢in amilopektin, amiloz, patates nisastasi,
musir nigastasi, bugday nisastast, seliiloz ve B-siklodektsrin substratlar: varliginda a-amilaz
aktivitesi incelendi ve aktiviteler {inite (U) cinsinden hesaplandi (Tablo 10). Dakikada

1 uM glukoz olusturan enzim miktari 1 iinite olarak tanimlandi.
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Tablo 10. Anoxybacillus gonensis Z4 ekstraseliiler a-amilazinin farkli substratlar
varliginda elde edilen aktivite degerleri

Substrat Aktivite (U/mL) Bagil Aktivite (%0)
Amilopektin 772 82
Amiloz 938,7 100
Patates nisastasi 832,7 89
Misir nisastasi 724 77
Bugday nisastast 738,7 79
[B-Siklodekstrin 133,3 14
Glikojen 417,3 44
Seliiloz - -

Elde edilen sonuglar neticesinde, Anoxybacillus gonensis Z4 ekstraseliiler a-amilazinin
patetes nisastasi varliginda diger nisasta ¢esitlerine gore daha yiiksek aktivite

gostermesinden dolay1 patates nisastasi karakterizasyon caligmalarinda substrat olarak

kullanildi.

3.1.5.4. Enzim Aktivitesi Uzerine pH’n EtKisi

Enzimin en yiiksek aktivite gosterdigi pH degerini belirleyebilmek amaciyla farkli pH
degerlerindeki (4,0-12,0) tamponlarin kullanilmasiyla aktivite tayinleri yapildi. Elde edilen
veriler kullanilarak pH-% Bagil Aktivite grafigi ¢izildi (Sekil 16). Enzim, pH 5,5-10,5
arasindaki pH degerlerinde maksimum aktivitesini korumaktadir. pH 5,5’tan 10,5’e kadar

meydana gelen pH artislarindan enzim aktivitesi etkilenmedigi tespit edildi.
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Sekil 16. Enzim aktivitesi lizerine pH’ 1n etKisi

3.1.5.5. Sicakhgin Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Sicakligin o—amilaz aktivitesi {lizerine etkisini incelemek amaciyla 20-90 °c
araligindaki sicakliklarda 10 °C ik artiglarla aktivite tayinleri yapildi. Elde elden veriler
kullanilarak ¢izilen sekil 16° deki Sicaklik-% Bagil Aktivite grafigine goére a—amilaz igin
optimum sicaklik 70 °C olarak belirlendi (Sekil 17).
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Sekil 17. Enzim aktivitesi lizerine sicakligin etkisi

3.1.5.6. Protein Konsantrasyonunun Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Anoxybacillus gonensis Z4 o—amilazi aktiviesinin protein miktarma bagimliligini
incelemek amaciyla Onceden belirlenen substratin sabit konsantrasyonunda reaksiyon
karigimindaki protein miktarina bagli olarak aktivitelerin degisimi incelendi. Reaksiyon
karisggtminda 0,01-0,8 mg/mL degerlerde son konsantrasyonda protein igerecek sekilde
enzim ¢oOzeltleri kullanilarak aktivite tayinleri yapildi. Protein konsantrasyonuna karsi
aktivite degerlerinin grafige gecirilmesiyle elde edilen hiperbolik egriden 8 mg/mL substrat
konsantrasyonunda optimum enzim konsantrasyonu 0,4 mg/mL olarak belirlendi (Sekil

18).
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Sekil 18. Enzim aktivitesi lizerine protein konsantrasyonunun etKisi

3.1.5.7. Substrat Konsantrasyonunun Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Anoxybacillus gonensis Z4 a—amilazinin aktivitesi {izerine substrat konsantrasyonunun
etkisini incelemek i¢in enzim konsantrasyonu sabit tutularak, reaksiyon karisimindaki
0,01-12 mg/mL substrat konsantrasyonlarinda sirasiyla c¢Oziiniir patates nisastasi,
amilopektin ve amiloz substratlar1 i¢in kinetik calismalar gergeklestirildi. Enzim, ¢6ziiniir
patates nisastas1t varliginda en yiiksek aktiviteyi 8 mg/mL substrat konsantrasyonunda
gosterdi. Elde edilen veriler kullanilarak ¢oziiniir patates nisastasi substrati i¢in enzimin Ky,
degerinin 0,9 mg/mL ve Vpas degerinin ise 833,3 U/mg protein oldugu tespit edildi
(Sekil 19). Amilopektin substrati i¢in Ky, degeri 1,3 mg/mL, Vpas degeri ise 1000 U/mg
protein olarak bulundu (Sekil 20). Amiloz substrati igin Ky, degeri 0,5 mg/mL, Viaks degeri
ise 769 U/mg protein olarak belirlendi (Sekil 21).
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Sekil 19. Anoxybacillus gonensis Z4 a-amilazi igin ¢Oziinlir patates nisastasi
substrati varliginda Lineweaver-Burk egrisi
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Sekil 20. Anoxybacillus gonensis Z4 a-amilazi i¢in amilopektin substrati varliginda
Lineweaver-Burk egrisi
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Sekil 21. Anoxybacillus gonensis Z4 a-amilazi igin amiloz substrati varliginda
Lineweaver-Burk egrisi

3.1.5.8. Saflagtirllan Enzimin pH Kararhhiginin Incelenmesi

Enzimin pH Kkararliligini incelemek amaciyla, saf enzim 50 mM konsantrasyonunda
pH 4,5 ve 5,5 asetat tamponu, pH 6,5 ve 7,5 MOPS tamponu, pH 8,5 ve 9,5 tris-HCI
tamponu ile 1:1 oraninda karistirildi. Enzim-tampon karisimlari, 4 °C, 55 °C, 70 °C ve 90
°C’de toplam 10 giin inkiibe edildikten sonra optimum sartlar altinda aktivite tayinleri
yapildi. Gozlenen kalan aktiviteler, pH degerlerine karsi grafige gecirildi (Sekil 21-28).
Sekil 23 incelendiginde +4 °C’de pH 4,5 hari¢ diger biitiin pH’larda enzimin 10 giin
boyunca aktivitesinin tamamini korudugu gozlendi. 5 giin sonunda pH 4,5’ta enzim
aktivitesinin tamamini, 7 glin sonunda enzim aktivitesinin % 94’tinii ve 10 gilin sonunda
enzim aktivitesinin % 85’ini korudugu gézlendi. Sekil 25 incelendiginde, 55 °C’de 10 giin
sonunda pH 4,5’ta enzim aktivitesinin % 79’ unu, pH 5,5’ta enzim aktivitesinin % 89’ unu,
pH 6,5’ta enzim aktivitesinin % 90’ 11, pH 7,5’ta enzim aktivitesinin % 90’ 11, pH 8,5’ta
enzim aktivitesinin % 89 unu ve pH 9,5’ta enzim aktivitesinin % 90’ 11 korudugu

gozlendi.
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Sekil 27 incelendiginde, 70 °C’de 10 giin sonunda pH 4,5’ta enzimin orjinal
aktivitesinin % 51 ini, pH 5,5’ta % 63 iinii, pH 6,5’ta % 66’ sin1, pH 7,5’ta % 66’ smi1, pH

8,5’ta % 64’ iinii ve pH 9,5’ta da enzimin aktivitesinin % 64’ tinii korudugu gézlendi.

Sekil 29 incelendiginde, 90 °C’de 10 giin sonunda pH 4,5’ta enzimin orjinal
aktivitesinin % 35’ ini, pH 5,5’ta % 43’ tnii, pH 6,5’ta % 45’ ini, pH 7,5’ta % 47’ sini, pH

8,5’ta % 45’ ini ve pH 9,5’ta da enzimin aktivitesinin % 42’ sini korudugu gozlendi.
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Sekil 22. Anoxybacillus gonensis Z4 a-amilazinin 4 °C’deki pH kararlilik grafigi
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Sekil 23. Anoxybacillus gonensis Z4 o-amilazinin 4 °C’deki pH kararliliginin
zamana gore degisimi grafigi
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Sekil 24. Anoxybacillus gonensis Z4 a-amilazinin 55 °C’deki pH kararlilik grafigi
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Sekil 25. Anoxybacillus gonensis Z4 o-amilazinin 55 °C’deki pH kararliliginin
zamana gore degisimi grafigi
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Sekil 26. Anoxybacillus gonensis Z4 a-amilazinin 70 °C’deki pH kararlilik grafigi
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Sekil 27. Anoxybacillus gonensis Z4 o-amilazinin 70 °C’deki pH kararliliginin
zamana gore degisimi grafigi
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Sekil 28. Anoxybacillus gonensis Z4 a-amilazinin 90 °C’deki pH kararlilik grafigi
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Sekil 29. Anoxybacillus gonensis Z4 o-amilazinin 90 °C’deki pH kararliliginin
zamana gore degisimi grafigi

3.1.5.9. Saflagtirilan Enzimin Isil Kararhhiginin Incelenmesi

Enzimin 1s1l kararliligin1 incelemek amaciyla, MOPS tamponu (50 mM, pH 7,0)
igindeki saf enzim, +4 °C, 55 °C, 70 °C ve 90 °C sicakliklarda 10 giin boyunca bekletildi
ve belirli zamanlarda optimum sartlar altinda aktivite tayinleri gerceklestirildi. Gézlenen
kalan aktiviteler sicaklik degerlerine karsi grafige gegirildi (Sekil 30). Enzimin +4 °C de
10 giin boyunca aktivitesini korudugu gozlendi. Anoxybacillus gonensis Z4 susunun
bliylime sicakligi olan 55 °C’ de 5 giin sonunda aktivitesinin tamamini korudugu, 7 giin
sonunda aktivitesinin % 95’ini, 9 giin sonunda aktivitesinin % 88’ini ve 10 giin sonunda
aktivitesinin % 84’unii korudugu gozlendi. Anoxybacillus gonensis Z4 susunun optimum
sicakligi olan 70 °C’ de 1 giin sonunda aktivitesinin tamamini, 3 giin sonunda aktivitesinin
%95’1ni, 5 giin sonunda %88’ini, 7 giin sonunda %81’ini, 9 giin sonunda %76’smi1 ve 10

giin sonunda ise orijinal aktivitesinin %65’ini korudugu gézlendi.
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Anoxybacillus gonensis Z4 susunun nisasta endiistrisinde kullanim sicakligi olan 90 °C’ de
1 giin sonunda aktivitesinin %96’sini1, 3 giin sonunda %85’ini, 5 giin sonunda %77’sini, 7

giin sonunda %63’lnil, 9 giin sonunda %48’ini ve 10 giin sonunda ise aktivitesinin

%43 inii korudugu gozlendi.
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Sekil 30. Anoxybacillus gonensis Z4 a-amilazinin 1s1l kararlilik egrisi

3.1.5.10. Metal iyor.l.larlmn, Anyonlarin, Baz1 Kimyasal ve Deterjanlarin Enzim
Aktivitesi Uzerine Etkisi

Anoxybacillus gonensis Z4 a—amilazinin aktivitesi tizerine bazi metal iyonlarinin
etkisini incelemek amaciyla, Ba?*, Mg?* , Mn?* , Hg*" , Ni** , zn*" , Ca®* , Co®", Fe?* ve
cu* iyonlarinin kloriir tuzlariin 100 mM’lik stok ¢ozeltileri kullanildi. Metal iyonlarinin
reaksiyon karigimlarinda nihai konsantrasyonlart 1 mM, 5 mM, 10 mM ve 20 mM olacak
sekilde ilave edilerek, optimum sartlar altinda aktivite tayinleri yapildi. EDTA’nin enzim

aktivitesi lizerine etkisi de ayn1 konsantrasyonlarda caligilda.
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Metal iyonu ve EDTA igermeyen karigimin aktivitesi % 100 kabul edilerek metal

iyonu varligindaki aktiviteler % Kalan aktivite olarak hesaplandi (Tablo 11).

Tablo 11. Bazi Metal iyonlarmin Anoxybacillus gonensis Z4 o-amilazinin aktivitesi
tizerine etkisi

1 mM 5mM 10 mM 20 mM
Metal fyonu % Kalan Aktivite % Kalan Aktivite % Kalan Aktivite % Kalan Aktivite

Yok 100 100 100 100
Mn?* 132 148 156 175
Ca* 120 129 134 141
cu®* 121 124 125 132
Ba’* 102 106 112 130
Co** 100 117 138 148
Zn** 100 103 107 114
Fe?* 95,94 102 119 123
Ni?* 95,61 98,67 114 117

Mg?* 95,03 74,83 70,33 65,98
Hg?* 66,31 51,3 42,4 37,3
EDTA 82,9 64,8 43,1 27

Tablo 11’ de de goriildiigi gibi Mn®** ,Ca?* ,Cu** ,Co?*, Zn®* ve Ba?* metal iyonlari
1 mM konsantrasyondan itibaren metal iyonu konsantrasyonu arttik¢a enzim aktivitesinde
farkli ve onemli miktarlarda artis meydana gelirken diger metal iyonlar1 aktiviteyi farkli
seviyelerde inhibe etmistir. 1 mM Mg?* iyonu varliginda enzim aktivitesinin % 95,03 iinii
korurken 20 mM Mg?" iyonu varliginda enzim aktivitesinin % 34,02 sini kaybetmistir.
1 mM Hg?* iyonu varhginda enzim aktivitesinin % 66,31 ini korurken 20 mM Hg®" iyonu
varliginda ise enzim aktivitesinin % 41,56 sin1 korumaktadir. 1 mM EDTA varliginda
enzim aktivitesinin % 82,9 unu korurken 20 mM EDTA iyonu varliginda ise enzim
aktivitesinin % 27’sini korumaktadir. EDTA ve Hg*" i¢in ICs; degerleri sirasiyla 8 mM ve
5,75 mM olarak bulundu.

Anoxybacillus gonensis Z4 o—amilazinin aktivitesi {izerine bazi1 anyonlarin etkisini
incelemek amaciyla OH", ClO,, NO;, PO, N3, CN,, CI, HPO,?, B,O:2, CO32, Ac,
C,04%, NOs, HCO3, SO4% SOz, CgH11N,O3, WO,* ve HSO; anyonlarinin sodyum
tuzlarinin 100 mM’lik stok ¢ozeltileri kullanildi. Anyonlarin reaksiyon karigimlarinda nihai
konsantrasyonlart 1mM, 5 mM, 10mM ve 20 mM olacak sekilde ilave edilerek, optimum

sartlar altinda aktivite tayinleri yapildi. Ure’ nin de aym konsantrasyonlarda enzim
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aktivitesine etkisine bakildi. Anyon ve lire icermeyen karisimin aktivitesi % 100 kabul
edilerek anyon ve N;H;CO varligindaki aktiviteler % Kalan aktivite olarak hesaplandi
(Tablo 12).

Tablo 12. Bazi1 Anyonlarin Anoxybacillus gonensis Z4 o-amilazinin aktivitesi iizerine

etkisi
1 mM 5mM 10 mM 20 mM
Anyon Kalan Aktivite (%) Kalan Aktivite (%) Kalan Aktivite Kalan Aktivite
(%) (%)
Yok 100 100 100 100
Clos 100 100 100 100
ol} 100 100 100 100
Ac 100 100 100 100
NOs 100 100 100 100
S0, 102 104 105 106
N3 98,98 89,94 100 100
C,047 110 106 102 101
HCO3 103 101 95,16 88,71
HPO,? 100 97,66 94,27 90,97
HSOg 99,58 97,90 95,96 89,11
WO,* 98,77 95,24 93,46 83,22
CgH11N,03° 99,1 94,75 92,77 82,5
SOy 99,19 97,18 85,40 71,53
CO5* 98,56 92,82 81,37 60,48
PO, 96,4 80,56 72,58 58,62
B,O;? 97,1 81,93 61,69 43,54
OH" 98 91,20 65,73 37,1
CN 97,75 73,79 40,16 5,65
N, HsCO 93,9 67,2 52,1 23,41

Elde edilen degerlerdende gorildiigii gibi ClO4, CI", Ac™, NOs iyonlar1 varliginda
enzim aktivitesinin tamamini, SO, iyonu varliginda 1mM konsantrasyonda % 2 artarken
20 mM konsantrasyonda % 6 artmuistir. HPO4'2, HSO;3; , WO42' ve CgHi11N,Ogsiyonlari
varlifinda enzim aktivitesinin benzer miktarlarda inhibe oldugu gozlendi. SO3 ve CO;”
iyonlarinin enzimi inhibe etme ylizdeleri kendi aralarinda, PO4'3 ve B4O7'2 iyonlarmin
enzimi inhibe etme yiizdeleri kendi aralarinda benzerlik gostermektedir. 1ImM OH’ iyonu

varliginda enzim aktivitesinin % 2 sini kaybederken 20 mM OH’ iyonu varliginda enzim
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aktivitesinin % 62,8 ini kaybetmistir. Anyon etkisini incelemek amaciyla kullanilan
anyonlar igerisinde CN”anyonu enzim aktivitesini en fazla inhibe etmistir. 1mM CN’ iyonu
varliginda enzim aktivitesinin % 2,25 ini kaybederken 20 mM CN' iyonu varliginda enzim
aktivitesinin % 94,35 ini kaybetmistir. B4O7"2, OH", CN" anyonlar1 ve {ire i¢in hesaplanan
I1Csp degerleri sirasiyla 16,5 mM,15,2 mM, 8,2 mM ve 10,9 mM olarak bulundu.
Anoxybacillus gonensis Z4 a—amilazinin aktivitesi iizerine bazi deterjanlarin etkisini
incelemek amaciyla Triton X-114, Triton X-100, Tween 80, Tween 20, sivi bulasik
makinasi deterjani, sivi bulasik el deterjani, katt ¢amasir makinasi deterjani, sivi ¢gamasir
makinasi deterjant ve leke ¢ikarict kullanildi. Bu deterjanlarin % 10’ luk stok ¢ozeltileri
hazirlandi. Deterjanlarin reaksiyon karigimlarinda nihai konsantrasyonlart % 0,5, % 1 ve %
2 olacak sekilde ilave edilerek, optimum sartlar altinda aktivite tayinleri yapildi. Deterjan
icermeyen karigimin aktivitesi % 100 kabul edilerek deterjan varligindaki aktiviteler %
kalan aktivite olarak hesaplandi (Tablo 13). %2 Triton X-114 varliginda enzim aktivitesi
1,14 kat artmistir. Triton X-100, Tween-80 ve Tween-20 varliginda enzim aktivitesinin
tamaminin korundugu gozlendi. Sivi bulagik makinasi deterjan1 varlifinda enzim
aktivitesinin tamami korunurken %2 siv1 bulasik el deterjan1 varliginda enzim aktivitesinin
%3,4’inii kaybetmistir. %2 sivi ¢camasir makinasi deterjani varliginda enzim aktivitesinin
%3’lini, %2 kat1 ¢amasir makinast deterjan1 varliginda enzim aktivitesinin %7,3’ {inii
kaybetmistir. % 0, 5 SDS varliginda enzim aktivitesinin tamamini, % 1 SDS varliginda
enzim aktivitesinin %98’ini ve % 2 SDS varliginda enzim aktivitesinin %95,4’linli

korudugu gozlendi.
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Tablo 13. Baz1 deterjanlarin Anoxybacillus gonensis Z4 o-amilazinin aktivitesi lizerine

etkisi
%0,5 %1 %2
Deterjan Ad1 Kalan Aktivite (%) Kalan Aktivite (%) Kalan Aktivite (%)
Yok 100 100 100
Triton X-114 113 114 115
Triton X-100 109 107 104
Tween-80 100 100 100
Tween-20 100 100 100
SDS 100 98 95,4
S1vi bulasik makina
Deterjan 100 100 100
Bulasik el deterjani 100 98 95,6
S1vi camasir makina
Deterjani 100 99 97
Kati camasir makina
Deterjan1 98,3 95,8 92,7
Leke ¢ikarict 100 98,2 96

Ayrica PMSF ve 2-merkaptoetanol (2-ME) nihai konsantrasyonlar1 sirasiyla 1 mM ve
10 mM olacak sekilde ilave edilerek, optimum sartlar altinda aktivite tayinleri yapildi.
1mM PMSF ilavesiyle enzim aktivitesini % 100 korudugu gézlendi. Ayni sekilde 10 mM

2-merkaptoetanol (2-ME) ilavesinde de enzim aktivitesini % 100 korudugu tespit edildi.



4. TARTISMA

Yapilan bu ¢alismada Erzurum ilindeki Ilica kaplicalarindan izole edilen termofilik
Anoxybacillus gonensis Z4 susunda extraseliiler amilolitik enzim aktivitesinin varligi
belirlendi (Sekil 10). Amilolitik enzimler ailesinden olan o-amilaz enzimi jel filtrasyon
kromotografisi ile saflagtirild1 ve enzimin biyokimyasal 6zellikleri ile kinetik parametreleri
belirlendi.

Anoxybacillus gonensis Z4 susundan 9900 mL ekstraseliller ham enzim kaynagi
iiretildi. On saflastirma islemi olarak enzim kaynagi tuz doygunlugu %40 olacak sekilde
amonyum siilfat ile doyuruldu. Santrifiijden sonra % 40 tuz doygunlugundaki enzim
kaynagi %80 olacak sekilde tekrar tuzla doyuruldu ve varolan tuzu uzaklastirmak ve
proteinleri deristirmek amaciyla amicon filtreden gecirildi. Bu islemler sonunda elde edilen
protein ¢ozeltisi sefadex G-100 dolgu maddesinin paketlendigi jel filtrasyon kolonuna
tatbik edildi ve enzim bu kromotografik yontemle saflastirildi. Ham enzim kaynaginda
enzimin 6zgiil aktivitesi 40,4 U/mg protein, amonyum siilfatla ¢oktiirme ve amikon filtre
sonras1 177,5 U/mg protein, son olarakta jel filtrasyon kromotografisi sonucu saflastirilan
enzimin 6zgil aktivitesi 1203,7 U/mg protein olarak bulundu (Tablo 9). Bu sonuglara gore
enzim % 74,6 verimle 29,8 kat saflagtirildi. Aspergillus flavus F2Mbb ekstraseliiler o-
amilaz enzimi % 60 (NH4),SO, ¢oktiirmesinin ardindan Sefadeks G-200 jel filtrasyon
kolonu kullanilarak saflastirilmistir (Sidkey, vd., 2010, Tablo 2). Bacillus subtilis KIBGE
HAS ekstraseliiler o-amilaz enzimi amonyum siilfat ¢oktiirmesinin ardindan jel filtrasyon
kolonu kullanilarak saflastirlmistir (Bano, vd., 2011, Tablo 2). Bacillus subtilis
ITBCCB148 ekstraseliiler a-amilaz enzimi amonyum siilfat ¢oktlirmesinin ardindan iyon
degisim kromotografisi ve jel filtrasyon kolonu kullanilarak 148 kat saflastirlmistir
(Yandri, vd., 2010, Tablo 2).

Jel filtrasyon kromotografisi ile gerceklestirilen saflastirma isleminden sonra elde
edilen saf enzim eliiati elektroforetik olarak analiz edildi. Hazirlanan %10’luk dogal
poliakrilamid jel elektroforezine tatbik edilen saf enzim eliiatinin Commassie Brillant Blue
R-250 ile boyanmasi sonucu gozlenen tek bant basarili bir saflagtirma isleminin
gerceklestirildigini desteklemektedir (Sekil 12B). Hazirlanan %10’luk dogal poliakrilamid
jel elektroforezine tatbik edilen saf enzim eliiatinin substrat boyamasi sonucu gozlenen

beyaz bolgeler enzimin nisastayr parcaladiginin  bir isaretidir (Sekil 12A).
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o-Amilazlar molekiil agirliklar: 10 ile 210 kDa arasinda degisen proteinlerdir ve genelde
tek polipeptid zincirinden olusur (Janecek S, 1997). Molekiil agirligi 10 kDa ve tek alt
birim olan a-amilaz Bacillus caldolyticus susundan (Grooteoged vd, 1973), 210 kDa o-
amilaz enzimi ise Chloroflexus ourantiacus susundan (Ratanakhanokchai vd, 1992)
saflastirilmastir.

Jel filtrasyon kromotografisi sonrasi elde edilen saf enzim eliiat1 SDS poliakrilamid jel
elektroforezi ile de incelendi (Sekil 13). Elektroforez sonucunda goézlenen tek protein
bandi, enzimin tek alt birimden olustugunu gostermektedir. Ayrica SDS-PAGE sonrasi
cizilen grafikten (Sekil 14) enzimin tek alt birim molekiil kiitlesi yaklasik 50 kDa olarak
bulundu. Lactobacillus plantarum A6’dan saflastirilan ekstraseliiler a-amilaz enziminin
molekiil agirligi 50 kDa (Giraud vd., 1993, Tablo 2), Bacillus licheniformis CUMC 305’
ten saflagtirilan ekstraseliiler a-amilaz enziminin molekiil agirligi 28 kDa (Krishnan ve
Chandra., 1983), Streptococcus bovis JB1’ den saflagtirilan ekstraseliiler o-amilaz
enziminin molekiil agirligi 77 kDa (Freer, SN., 1993, Tablo 2 ), T. profundus DT5432” den
saflagtirilan ekstraseliiler a-amilaz enziminin molekiil agirligi 52 kDa (Chung vd., 1995,
Tablo 2), Bacillus subtilis KIBGE HAS’ tan saflastirilan ekstraseliiler ai-amilaz enziminin
molekiil agirligi 56 kDa (Bano, vd., 2011, Tablo 2) ve Bacillus subtilis ITBCCB148’ den
saflastirilan ekstraseliiler oi-amilaz enziminin molekiil agirhig 67 kDa (Yandri, vd., 2010,
Tablo 2) olarak bulunmustur. Anoxybacillus gonensis Z4 susundan saflagtirilan
ekstraseliiler a-amilaz enziminin tek alt birim molekiil kiitlesi bu sonuglarla uyumludur.

Yiiksek performansli sivi kromotografisi kullanilarak enzimin son iiriinii glukoz olarak
belirlendi (Ek Sekil 1, Ek Sekil 2, Ek Sekil 3, Ek Sekil 4 ve Ek Sekil 5). Buna paralel
olarak enzim {initeside glukoz cinsinden birimlendirildi. Kozalak ¢ekirdeklerinden
saflastirilan a-amilaz enziminin son trlinii TLC yontemiyle glukoz olarak belirlenmistir
(Azad vd., 2009). Vibrio sp. ekstraseliiler a-amilaz enziminin son {iriinii TLC ydntemiyle
glukoz olarak belirlenmistir (Najafi vd., 2005, Tablo 2). Bacillus amyloliquefaciens a-
amilaz’ min son triinii TLC yontemiyle glukoz olarak belirlenmistir (Demirkan vd., 2005,
Tablo 2). Bacillus sp. WN 11 a-amilazinin son iiriinii TLC yontemiyle maltoz olarak
belirlenmistir (Mamo vd., 2001, Tablo 2).

Optimum pH degeri enzim aktivitesinin ifade edilmesinde Onemli bir faktordiir.
Enzimin endiistriyel olarak kulanildig1 birgok alan mevcuttur. Ornegin, nisastanin o-amilaz

enzimi kullanilarak sivilastirilmast islemi sirasinda pH 6,0-6,5 civarinda olmalidir.
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Deterjan endiistrisinde ise bu, pH 8,0-11,0 arasinda degismektedir.

Enzimin pH’ ya duyarli olmamasi endiistride daha kolay kullanilmasini saglar.
Anoxybacillus gonensis Z4 susundan saflastirilan ekstraseliiler a-amilaz igin aktivitenin
pH’ya olan baghligi pH 4,0-12,0 araliginda incelendi (Sekil 16). Inceleme sonucunda
enzimin pH 5,0 ile pH 10,5 arasinda aktivitesini korudugu yani pH degisiminden
etkilenmedigi gozlendi. Ayrica enzimin asidik pH’ larda ¢ok daha diisiik aktivite gosterdigi
gozlendi. Yapilmis olan calismalardan elde edilen bilgilere gore B. subtilis 65’ten
saflagtirllan o-amilaz enziminin optimum c¢alisma pH’smin 6,0-9,0 arasinda oldugu
(Hayashida vd.,1988, Tablo 2), B. licheniformis NH1’den saflastirilan a-amilaz enziminin
optimum ¢alisma pH’smin 5,0-10,0 arasinda oldugu (Hmidet vd., 2008, Tablo 2),
Clostridium acetobutylicum ATCC’ den saflastirilan ekstraseliiler a-amilaz enziminin
optimum ¢alisma pH’ s1 5,6 olarak bulunmustur (Paguet vd., 1991). Bacillus mojavensis
A21’ den saflastirilan ekstraseliiler a-amilaz enziminin optimum ¢alisma pH’ s1 6,5
(Hmidet, vd., 2010, Tablo 2), Aspergillus flavus F2Mbb’ den saflastirilan ekstraseliiler o-
amilaz enziminin optimum ¢alisma pH’ s1 6,4 olarak bulunmustur(Sidkey, vd., 2010, Tablo
2). Bu sonuglara bakilarak Anoxybacillus gonensis Z4 susundan saflastirilan ekstraseliiler
a-amilaz enziminin optimum pH bakimindan literatiirle uyumlu oldugu belirlendi.

Anoxybacillus gonensis Z4 susundan saflastirilan ekstraseliiller a-amilaz enziminin
aktivitesinin sicaklikla degisimi 20-90 °C araligindaki sicaklik degerlerinde incelendi
(Sekil 17). Elde edilen sonuglara gore enzimin en yiiksek aktiviteyi gosterdigi sicaklik
70 °C olarak belirlendi. Yapilan calisma da bagil aktivitenin 20 °C* de %5,2, 30 °C’ de
%13, 40 °C’ de %32, 50 °C’ de %58, 60 °C’ de %85, 80 °C’ de % 89 ve 90 °C’ de % 61
oldugu bulundu. Literatiirde yapilan incelemeler sonucu saflastirilan o-amilaz enziminin
optimum sicakliginin, Bacillus sp. ferdowsicous (Asoodeh vd., 2010, Tablo 2), Bacillus sp.
A3-15 (Arikan, B., 2008), Bacillus sp. 1-3 (Goyal vd., 2005, Tablo 2), B. Licheniformis
NCIB 6346 (Morgan vd.,1981, Tablo 2) ve Bacillus sp. GRE1 (Haki vd., 2008, Tablo 2)
o-amilazlart ile  aynm1 oldugu goriildii. Bunlarin  disindaki  diger termofilik
mikroorganizmalardan saflastirilan a-amilazlarin optimum sicakliklar1 50 °C (Marco
vd., 1996, Freer, SN., 1993, Chakraborty vd., 2000, Tablo 2) ile 100 °C (Al-Quadan vd.,
2009, Malhotra vd.,2000, Tablo 2) arasinda degismektedir. Tiim bu verilere dayanarak
Anoxybacillus gonensis Z4 susundan saflastirilan ekstraseliiler a-amilazin termofilik bir

enzim oldugunu soyleyebiliriz.
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Saflastirilan enzim i¢in aktivitenin enzim konsantrasyonuna bagliligi incelendiginde
0,4 mg/mL’ lik konsantrasyona kadar reaksiyon karisimindaki enzim miktarinin aktiviteyi
arttirdigr goriildii (Sekil 18). Daha yiiksek konsantrasyon degerlerinde ise o-amilaz
aktivitesinin enzim miktarindan bagimsiz oldugu ve maksimum enzim miktarina
ulasildiktan sonra aktivitenin enzim miktarindan etkilenmedigi belirlendi.

Anoxybacillus gonensis Z4 susundan saflastirilan ekstraseliiler a-amilazin aktivitesinin
substrat konsantrasyonuyla olan iliskisini belirlemek amaciyla protein konsantrasyonu
sabit tutularak degisen konsantrasyonlarda substrat iceren bir dizi reaksiyon karisiminda
aktivite Ol¢timleri yapildi. Coziiniir patates nisastasi, amilopektin ve amiloz substratlar1 igin
elde edilen veriler kullanilarak Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi (Sekil 19, Sekil 20, Sekil
21) ve Ky ve Vmaks degerleri hesaplandi. Coziiniir patates nisastasi, amilopektin ve amiloz
substratlart i¢in sirasiyla Ky degerleri 0,9 mg/mL, 1,3 mg/mL ve 0,5 mg/mL olarak
bulundu. Coziiniir patates nisastasi, amilopektin ve amiloz substratlari i¢in sirasiyla Vimaks
degerleri ise 833,3 U/mg protein, 1000 U/mg protein ve ise 769 U/mg protein olarak
bulundu. Ky, degeri enzimin substrata olan ilgisinin bir 6l¢iisiidiir ve bu deger ne kadar
kiigiik olursa, enzimin substratina karsi olan ilgisi de o kadar fazladir. Sonuglardan da
goriildiigli gibi enzimin amiloz substratina olan ilgisi daha fazladir. Fakat amiloz ve
amilopektin substratlart dogada nisasta olarak bulundugu i¢in substrat olarak c¢oziiniir
patates nisastas1 tercih edildi ve bundan sonraki Kp ve Vpyas degerlerinin yapilmis olan
diger ¢aligmalarla irdelemesi de bu substrat {izerinden yapilacaktir. Bacillus licheniformis
CUMC 305 ekstraseliiler a-amilaz’ nin Ky, degeri 1,274 mg/mL ve Vmays degeri 0,738mg
glukoz/ml dak (Krishnan ve Chandra., 1983, Tablo 2), Lactobacillus plantarum A6
ekstraseliiler o-amilaz’ nin Ky degeri 2,38 mg/mL (Giraud vd., 1993, Tablo 2),
Streptococcus bovis JBI1 ekstraseliiler a-amilaz’ nin Ky, degeri 0,88 mg/mL (Freer, SN.,
1993, Tablo 2), T. profundus DT5432 ekstraseliiler a-amilaz’ nin Ky, degeri 2,3 mg/mL
(Chung vd., 1995, Tablo 2), Thermus filiformis Ork A2 ekstraseliiler a-amilaz’ nin Ky,
degeri 5,0 mg/mL (Egas, vd., 1998, Tablo 2) Bacillus subtilis KIBGE HAS
ekstraseliiler o-amilaz’ nin Ky, degeri 2,68 mg/mL, Vpaks degeri 1773 U/ml (Bano, vd.,
2011, Tablo 2) ve Bacillus subtilis ITBCCB148 ekstraseliiler a-amilaz’ nin Ky, degeri 2,5
mg/mL, Vpaks degeri 192,3 umol/mL dak (Yandri, vd., 2010, Tablo 2) olarak bulunmustur.
Bu degerlere bakilacak olursa da, bahsi gegen ekstraseliller o-amilaz enzimlerinin

nisastaya olan ilgilerinin Anoxybacillus gonensis Z4 ekstraseliiler a-amilaz’ ina gore daha
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diisiik oldugu soylenebilir.

Saf enzim eliiatinin pH 7,0 degerinde +4 °C, 55 °C, 70 °C ve 90 °C sicakliklarda 10
giin boyunca inkiibe edilmesi ve inkiibasyon sirasinda belirli zamanlarda aktivitede olan
degisimin incelenmesiyle Anoxybacillus gonensis Z4 ckstraseliiler o-amilazinin 1sil
kararlilig1 incelendi (Sekil 30). Enzimin +4 °C de 10 giin boyunca aktivitesini korudugu
gozlendi. Anoxybacillus gonensis Z4 susunun biiyiime sicakligi olan 55 °C’ de 5 giin
sonunda aktivitesinin tamamini koudugu, 7 giin sonunda aktivitesinin %95’ini, 9 giin
sonunda aktivitesinin %88’ini ve 10 gilin sonunda aktivitesinin %84’linli korudugu
gozlendi. Anoxybacillus gonensis Z4 susunun optimum sicakligi olan 70 °C’ de 1 giin
sonunda aktivitesinin tamamini, 3 giin sonunda %95’ini, 5 giin sonunda %88’ini, 7 giin
sonunda %81’ini, 9 giin sonunda %76’sim1 ve 10 giin sonunda ise aktivitesinin %65’ini
korudugu gozlendi. Anoxybacillus gonensis Z4 susunun nisasta endiistrisinde kullanim
sicakligi olan 90 °C’ de 1 giin sonunda aktivitesinin %96’sin1, 3 giin sonunda %85’ini,
5 giin sonunda %77’sini, 7 glin sonunda %63’iinii, 9 giin sonunda %48’ini ve 10 giin
sonunda ise aktivitesinin %43’iinii korudugu goézlendi. Bacillus licheniformis CUMC305
ekstraseliiler o-amilazi optimum sicakligi olan 90 °C’ de 2 giin sonunda aktivitesinin
tamamini, 100 °C’ de 1 giin sonunda ise enzim aktivitesini %91 oraninda korumustur
(Krishnan ve Chandra., 1983, Tablo 2). Bu sonuglara bakilarak Anoxybacillus gonensis Z4
ekstraseliiler o-amilaz’inin +4 °C’ de oldukea yiiksek bir 1s1] kararliliga sahip oldugu ve 55
°C’ de ¢ok iyi bir 1s1l kararliliga sahip oldugu sdylenebilir.

Anoxybacillus gonensis Z4 susundan saflastirilan ekstraseliiler o-amilazin pH
kararliligin1 incelemek amaciyla, saf enzim 50 mM konsantrasyonunda pH 4,5 ve 5,5
asetat tamponu, pH 6,5 ve 7,5 MOPS tamponu, pH 8,5 ve 9,5 tris-HCI tamponu ile 1:1
oraninda karistirildi. Enzim-tampon karigimlari 4 °C, 55 °C, 70 °C ve 90 °C’de toplam 10
giin inkiibe edildikten sonra optimum sartlar altinda aktivite tayinleri yapildi (Sekil 22-29).
4°C i¢in yapilan pH kararlilik denemelerinde pH 4,5 hari¢ diger tiim pH’lar da 10 giin
boyunca enzim aktivitesinin tamamini korudugu gozlendi. pH 4,5’te ise 5 giin sonunda
aktivitenin tamamini, 7 giin sonunda %94’ tinii ve 10 giin sonunda ise aktivitenin %85 ini
korudugu gozlendi. 55 °C i¢in yapilan pH denemelerinde pH 4,5 te 3 giin sonunda
aktivitenin tamamini, 7 giin sonunda %90’ 1n1 ve 10 giin sonunda ise aktivitenin %79 unu
korudugu gozlendi. pH 5,5 ve 6,5’te 3 giin sonunda aktivitenin tamamini, 7 glin sonunda
sirastyla aktivitenin %96 ve %94’ iinii ve 10 giin sonunda sirasiyla aktivitenin %89 ve

%90’ 11 korudugu gozlendi. 90 °C igin yapilan pH denemelerinde pH 8,5 ve 9,5’te 1 giin
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sonunda aktivitenin tamamini, 5 giin sonunda sirastyla %71ve %65’ini, 10 giin sonunda ise
sirastyla %60 ve %56’smi1 korudugu gozlendi. Anoxybacillus gonensis Z4 susundan
saflagtirilan ekstraseliiler ai-amilaz enziminin optimum pH denemelerinde pH 5,5 ile 10,5
arasinda ayni aktivite profilini gosterdigini daha Once belirtmistik. pH karalilik
denemelerinde de pH 5.5, 6,5, 7,5, 8,5 ve 9,5’te ayni sicaklikta ve ayni inkiibasyon
siirelerinin sonunda bulunan % kalan aktiviteler ¢ok benzerlik gostermektedir. Bu
sonuglara bakilarak Anoxybacillus gonensis Z4 susundan saflastirilan ekstraseliiler o-
amilaz enziminin pH 5,5 ile 9,5 arasinda olduk¢a kararli oldugu soylenebilir. Bacillus
Strain HUTBS71 a-amilaz’ min pH 5,2 ile 10,0 arasinda (Al-Quadan vd., 2009, Tablo 2)
B. subtilis 65 a-amilaz’ i pH 6,0 ile 9,0 arasinda (Hayashida vd.,1988, Tablo 2) B.
licheniformis NH 1 a-amilaz’ inin pH 5,0 ile 10,0 arasinda (Hmidet vd., 2008, Tablo 2) ve
B. licheniformis CUMC 305 ekstraseliiler a-amilaz’ inm pH 7,0 ile 9,0 arasinda oldukca
kararli oldugu belirlenmistir (Krishnan ve Chandra., 1983, Tablo 2).

o-Amilazlar genelde aktivitelerini gosterebilmek i¢in metal iyonlarma ihtiyag
duyduklarindan dolayi, gesitli metal iyonlarmin ve bunun yaninda bazi kimyasallarin
aktiviteyi nasil etkiledigi arastirildi. a-Amilazlar 6zellikle divalent katyonlarin varliginda
daha iyi aktivite gostermektedirler. Mn?* ,Ca?* ,Cu®* ,Co®*, Zn** ve Ba** metal iyonlar 1
mM konsantrasyondan itibaren metal iyonu konsantrasyonu arttikga enzim aktivitesinde
farkli ve onemli miktarlarda artis meydana gelirken diger metal iyonlar aktiviteyi farkli
seviyelerde inhibe etmistir. 1 mM Mg? iyonu varliginda enzim aktivitesinin % 95,03 iinii
korurken 20 mM Mg*" iyonu varhginda enzim aktivitesinin % 34,02 sini kaybetmistir. 1
mM Hg®" iyonu varliginda enzim aktivitesinin % 66,31 ini korurken 20 mM Hg?* iyonu
varliginda ise enzim aktivitesinin % 41,56 sin1 korumaktadir. 1 mM EDTA varliginda
enzim aktivitesinin % 82,9 unu korurken 20 mM EDTA iyonu varliginda ise enzim
aktivitesinin % 27’sini korumaktadir. 1 mM Ca?* iyonu varliginda enzim aktivitesi 1,2 kat,
5 mM Ca?* iyonu varhiginda enzim aktivitesi 1,29 kat, 10 mM Ca?* iyonu varhginda enzim
aktivitesi 1,34 kat, 20 mM Ca? iyonu varliginda enzim aktivitesi 1,41 kat artmustir.
Thermus filiformis Ork A2 extraseliiler a-amilaz’1 (Egas, vd., 1998, Tablo 2), Clostridium
acetobutylicum ATCC 824 extraseliller o-amilaz’t (Paguet vd., 1991, Tablo 2),
Geobacillus sp. LH8 a-amilaz’1 (Mollania vd., 2010, Tablo 2), B. subtilis 65 a-amilaz’
(Hayashida vd.,1988, Tablo 2), Bacillus sp. A3-15 a-amilaz’1 (Arikan, B., 2008, Tablo 2),

Bacillus licheniformis CUMC 305 ekstraseliiler a-amilaz’1 (Krishnan ve Chandra., 1983,
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Tablo 2) ve Bacillus sp. ferdowsicous a-amilaz’min (Asoodeh vd., 2010, Tablo 2) Ca**
iyonu varliginda enzim aktivitelerinin arttifi ve EDTA varliginda enzim aktivitelerinin
inhibe oldugu bildirilmistir. EDTA ve Hg2+ icin 1Csp degerleri sirastyla 8 mM ve 5,75 mM
olarak bulundu.

Anoxybacillus gonensis Z4 ekstraseliiler a-amilazin aktivitesi iizerine bazi anyonlarin
etkisini incelemek amaciyla OH', ClO4, NO,, PO, 3, N3, CN', CI, HPO,?, B,O72, CO3?,
Ac’, C,047, NO3, HCO3, SO42, SO3, CgH11N,05', WO4* ve HSO3 anyonlarinin sodyum
tuzlarmin farkli konsantrasyonlarda enzim aktivitesi iizerine etkisi incelendi. Cl104, CI™,
Ac”, NOg3 iyonlar1 varliginda enzim aktivitesinin tamamini, SO4'2 iyonu varliginda 1mM
konsantrasyonda % 2 artarken 20 mM konsantrasyonda % 6 artmustir. HPO,?, HSO3 ™ ,
WO42' ve CgHi11N2Osiyonlart varliginda enzim aktivitesinin benzer miktarlarda inhibe
oldugu gozlendi. SO5” ve CO5” iyonlarinin enzimi inhibe etme yiizdeleri kendi aralarinda,
PO4'3 ve B407'2 iyonlarinin enzimi inhibe etme yiizdeleri kendi aralarinda benzerlik
gostermektedir. ImM OH' iyonu varliginda enzim aktivitesinin % 2 sini kaybederken 20
mM OH’ iyonu varliginda enzim aktivitesinin % 62,8 ini kaybetmistir. Anyon etkisini
incelemek amaciyla kullanilan anyonlar icerisinde CN™ anyonu enzim aktivitesini en fazla
inhibe etmistir. ImM CN iyonu varliginda enzim aktivitesinin % 2,25 ini kaybederken 20
mM CN' iyonu varlifinda enzim aktivitesinin % 94,35 ini kaybetmistir. Ayrica ImM
PMSF ilavesiyle enzim aktivitesi % 100 korunmustur. Ayni sekilde 10 mM 2-
merkaptoetanol (2-ME) ilavesin de de enzim aktivitesi % 100 korunmustur. Thermococcus
profundus DT5432 ekstraseliller amilazinin 1mM 2-merkaptoetanol varliginda enzim
aktivitesinin %94’tinii korudugu gézlenmistir(Chung vd., 1995, Tablo 2). Vibrio sp. a-
amilaz’inm 5mM PMSF varliginda enzim aktivitesinin  %4’tnii  kaybettigi
bildirilmistir(Najafi vd., 2005, Tablo 2). ImM iire ilavesinde enzim aktivitesinin %93,9’u,
5 mM ire ilavesinde enzim aktivitesinin %67,2’si ve 20 mM iire ilavesinde enzim
aktivitesinin %23,41°’1 nin korundugu gozlendi. B. stearothermophilus ATCC 12980
(Vihinen, vd.,1990, Tablo 2) a-amilaz’min ve Lactobacillus manihotivorans (Aguilar, vd.,
2000, Tablo 2) ekstraseliiler a-amilaz’inin iire varliginda inhibe oldugu bildirilmistir.
Bacillus sp. A3-15 a-amilaz’min 8 M iire varliginda enzim aktivitesinin % 20’sini ve 3
mM PMSF varliginda enzim aktivitesinin %90’m1 korudugu bildirilmistir (Arikan, B.,
2008, Tablo 2). Thermococcus profundus DT5432 ekstraseliiler a-amilazinin 2M iire
varhiginda enzim aktivitesinin 1,07 kat arttig1 gozlenmistir (Chung vd., 1995, Tablo 2).
B4O7'2, OH", CN" ve iire i¢cin hesaplanan ICsy degerleri sirasiyla 16,5 mM,15,2 mM, §,2
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mM ve 10,9 mM olarak bulundu. B,O;2, OH", CN" ve iire icin hesaplanan 1Csy degerleri
strastyla 16,5 mM, 15,2 mM, 8,2 mM ve 10,9 mM olarak bulundu.

Anoxybacillus gonensis Z4 ckstraseliller a—amilazin aktivitesi {izerine bazi
adeterjanlarin etkisini incelemek amaciyla nihai konsantrasyonlar1 %0,5, %1 ve %2 olacak
sekilde Triton X-114, Triton X-100, Tween 80, Tween 20, sivi bulasik makinasi deterjani,
sivi bulasik el deterjani, kat1 camasir makinasi deterjani, sivi camasir makinasi deterjani ve
leke ¢ikarici kullanildi ve kalan aktiviteler hesaplandi. %2 Triton X-114 varliginda enzim
aktivitesi 1,14 kat artmugtir. Triton X-100, Tween-80 ve Tween-20 varliginda enzim
aktivitesinin tamaminin korundugu gozlendi. Sivi bulasik makinasi1 deterjan1 varliginda
enzim aktivitesinin tamami korunurken %2 sivi bulagik el deterjani varliginda enzim
aktivitesinin %3,4’linli kaybetmistir. %2 sivi ¢amasir makinasi deterjani varliginda enzim
aktivitesinin %3’linili, %2 kati ¢camasir makinasi deterjani varliginda enzim aktivitesinin
%7,3° tinli kaybetmistir. %0,5 SDS varliginda enzim aktivitesinin tamamini, % 1 SDS
varliginda enzim aktivitesinin %98’ini ve %2 SDS varliginda enzim aktivitesinin
%95,4’linli korudugu goézlendi. Bacillus sp. A3-15 a-amilaz’inin %1 SDS varliginda enzim
aktivitesinin % 18’ini kaybettigi bildirilmistir (Arikan, B., 2008, Tablo 2). Thermococcus
profundus DT5432 ekstraseliiler o-amilazinin %2 SDS varliginda enzim aktivitesinin
%22’ sini korudugu gozlenmistir(Chung vd., 1995, Tablo 2). Tiim bu sonuglara bakarak
Anoxybacillus gonensis Z4 ekstraseliiler a-amilaz’inin deterjan endiistrisi igin oldukca

uygun bir enzim oldugunu sdyleyebiliriz.



5. SONUCLAR

“Anoxybacillus gonensis Z4 susundan ekstraseliiler oc—amilaz enziminin saflastiriimasi
ve karakterizasyonu” adli ¢alismadan elde edilen sonuglar asagida maddeler halinde
Ozetlenmistir.

1- Ekstraseliiler a—amilaz enzimi amonyum siilfat ¢Oktiirmesinin ardindan jel

filtrasyon kolon kromotografisi yontemi kullanilarak % 74,6 verimle 29,8 kat

saflagtirildi (Tablo 9).

2- Saflastirilan enzimin tek alt birim molekiil kiitlesi yaklasik 50 kDa olarak belirlendi

(Sekil 14).

3- Anoxybacillus gonensis Z4 susundan ekstraseliiler a—amilaz enzimi igin optimum

calisma pH’s1 5,5-10,5 arasmda oldugu ve optimum sicaklik 70 °C olarak belirlendi

(Sekil 16-17).

4- Saflagtirilan enzim i¢in optimum protein ¢aligma konsantrasyonunun 0,4 mg/mL

oldugu belirlendi (Sekil 18).

5- Saflastirilan enzim i¢in patates nisastasi substrati optimum g¢aligma konsantrasyonu

8 mg/mL olarak belirlendi. Ayrica ¢Ozilinlir patates nisastasi, amilopektin ve amiloz

substratlar1 igin sirasiyla Ky, degerleri 0,9 mg/mL, 1,3 mg/mL ve 0,5 mg/mL olarak

bulundu. Coziiniir patates nisastasi, amilopektin ve amiloz substratlart i¢in sirasiyla

Vmaks degerleri ise 833,3 U/mg protein, 1000 U/mg protein ve ise 769 U/mg protein

olarak bulundu (Sekil 19-21).

6- Yiiksek performansl sivi kromotografisi cihazinda, enzimin substratla 10, 20, 30 ve

45 dakikalik inkiibasyon sonrasi olusan son iiriin glukoz olarak belirlendi(Ek Sekil 1,

Ek Sekil 2, Ek Sekil 3, Ek Sekil 4 ve Ek Sekil 5).

7- Saf enzim eliiatinin pH 7,0 degerinde +4 °C, 55 °C, 70 °C ve 90 °C sicakliklarda 10

giin boyunca inkiibe edilmesi ve inkiibasyon sirasinda belirli zamanlarda aktivitede

olan degisimin incelenmesiyle Anoxybacillus gonensis Z4 ekstraseliiler a-amilazinin
1s1l kararliligr incelendi (Sekil 30). Enzimin +4 °C de 10 giin boyunca aktivitesini
korudugu gozlendi. Anoxybacillus gonensis Z4 susunun biiyiime sicakligi olan 55 °C’
de 5 giin sonunda aktivitesinin tamamin1 koudugu, 7 giin sonunda %95’ini, 9 giin

sonunda %88’ini ve 10 giin sonunda ise aktivitesinin %84 {inii korudugu gozlendi.
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8- Anoxybacillus gonensis Z4 susunun optimum sicakligi olan 70 °C’ de 1 giin
sonunda aktivitesinin tamamini, 3 giin sonunda %95’ini, 5 giin sonunda %88’ini, 7
giin sonunda %81’ini, 9 giin sonunda %76’sin1 ve 10 giin sonunda ise aktivitesinin
%65’ini korudugu gozlendi. Anoxybacillus gonensis Z4 susunun nisasta endiistrisinde
kullanim sicakligi olan 90 °C’ de 1 giin sonunda aktivitesinin %96’sin1, 3 giin sonunda
%85’1ini, 5 giin sonunda %77’sini, 7 giin sonunda %63 {inii, 9 giin sonunda %48’ini ve
10 giin sonunda ise aktivitesinin %43’linii korudugu gozlendi.

8- pH kararlilik caligmalarinda; 4°C icin yapilan pH kararlilik denemelerinde pH 4,5
hari¢ diger tim pH’lar da 10 glin boyunca enzim aktivitesinin tamamin1 korudugu
gozlendi. pH 4,5’te ise 5 glin sonunda aktivitenin tamamini, 7 giin sonunda %94’ {inii
ve 10 giin sonunda ise aktivitenin %85’ ini korudugu gozlendi. 55 °C i¢in yapilan pH
denemelerinde pH 4,5’ te 3 giin sonunda aktivitenin tamamini, 7 giin sonunda
aktivitenin %90’ 11 ve 10 giin sonunda aktivitenin %79’unu korudugu gozlendi. pH
5,5 ve 6,5’te 3 giin sonunda aktivitenin tamamini, 7 giin sonunda sirastyla aktivitenin
%096 ve %94’ iinii ve 10 giin sonunda sirasiyla aktivitenin %89 ve %90’ i1 korudugu
gozlendi. 90 °C i¢in yapilan pH denemelerinde pH 8,5 ve 9,5’te 1 giin sonunda
aktivitenin tamamini, 5 giin sonunda sirasiyla %71ve %65’ini, 10 giin sonunda ise
sirasiyla %60 ve %56’sim1 korudugu gozlendi. Anoxybacillus gonensis Z4 susundan
saflastirilan ekstraseliiler a-amilaz enziminin optimum pH denemelerinde pH 5,5 ile
10,5 arasinda ayni aktivite profilini gosterdigini daha dnce belirtmistik. pH karalilik
denemelerinde de pH 5,5, 6,5, 7,5, 8,5 ve 9,5’te aynmi sicaklikta ve ayni inkiibasyon
stirelerinin sonunda bulunan % kalan aktiviteler ¢cok benzerlik gostermektedir (Sekil
22-29).

9- Mn?* ,Ca2+ ,Cu2+ ,C02+ , Zn** ve Ba?* metal iyonlart 1 mM konsantrasyondan
itibaren metal iyonu konsantrasyonu arttikca enzim aktivitesinde farkli ve Onemli
miktarlarda artis meydana gelirken diger metal iyonlar aktiviteyi farkli seviyelerde
inhibe etmistir. 1 mM Mg?" iyonu varhginda enzim aktivitesinin % 95,03 iinii
korurken 20 mM Mg?* iyonu varliginda enzim aktivitesinin % 34,02 sini kaybetmistir.
1 mM Hg? iyonu varhiginda enzim aktivitesinin % 66,31 ini korurken 20 mM Hg**
iyonu varliginda ise enzim aktivitesinin % 41,56 s korumaktadir. 1 mM EDTA
varliginda enzim aktivitesinin % 82,9 unu korurken 20 mM EDTA iyonu varliginda ise
enzim aktivitesinin % 27’sini korumaktadir. 1 mM Ca®* iyonu varliginda enzim

aktivitesi 1,2 kat, 5mM Ca”" iyonu varhginda enzim aktivitesi 1,29 kat, 10 mM Ca?*
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iyonu varliginda enzim aktivitesi 1,34 kat, 20 mM Ca”" iyonu varliginda enzim
aktivitesi 1,41 kat artmistir (Tablo 11). EDTA ve Hg?*" i¢in ICsq degerleri sirasiyla 8
mM ve 5,75 mM olarak bulundu.

10- CIOg4, CI', Ac', NOj iyonlar1 varliginda enzim aktivitesinin tamamuini, S04?
iyonu varliginda ImM konsantrasyonda % 2 artarken 20 mM konsantrasyonda % 6
artmistir. HPO4'2, HSOs3", WO42' ve CgH11N,O3iyonlar varliginda enzim aktivitesinin
benzer miktarlarda inhibe oldugu gozlendi. SO3™ ve CO;5? iyonlarinin enzimi inhibe
etme ylizdeleri kendi aralarinda, PO4'3 ve B4O7'2 iyonlarinin enzimi inhibe etme
yiizdeleri kendi aralarinda benzerlik gostermektedir. ImM OH’ iyonu varliginda enzim
aktivitesinin % 2 sini kaybederken 20 mM OH’ iyonu varliginda enzim aktivitesinin %
62,8 ini kaybetmistir. Anyon etkisini incelemek amaciyla kullanilan anyonlar
icerisinde CN™ anyonu enzim aktivitesini en fazla inhibe etmistir. ImM CN iyonu
varliginda enzim aktivitesinin % 2,25 ini kaybederken 20 mM CN iyonu varliginda
enzim aktivitesinin % 94,35 ini kaybetmistir. Ayrica I1mM PMSF ilavesiyle enzim
aktivitesi % 100 korunmustur. Ayni sekilde 10 mM 2-merkaptoetanol (2-ME) ilavesin
de de enzim aktivitesi % 100 korunmustur (Tablo 12). B,O;2, OH, CN anyonlar1 ve
tire i¢in hesaplanan ICsy degerleri sirasiyla 16,5 mM,15,2 mM, 8,2 mM ve 10,9 mM
olarak bulundu.

11- %2 Triton X-114 varhiginda enzim aktivitesi 1,14 kat artmistir. Triton X-100,
Tween-80 ve Tween-20 varliginda enzim aktivitesinin tamaminin korundugu gézlendi.
S1vi bulagik makinasi deterjan1 varliginda enzim aktivitesinin tamami korunurken %2
sivi bulasik el deterjan1 varliginda enzim aktivitesinin %3,4 iinii kaybetmistir. %2 siv1
camagir makinasi deterjani varliginda enzim aktivitesinin %3’{linii, %2 kati ¢amasir
makinasi1 deterjan1 varlifinda enzim aktivitesinin %7,3” linii kaybetmistir. % 0, 5 SDS
varliginda enzim aktivitesinin tamamini, % 1 SDS varliginda enzim aktivitesinin
%98’in1 ve % 2 SDS varliginda enzim aktivitesinin %95,4’tinli korudugu goézlendi

(Tablo 13).



6. ONERILER

Bu calismada yeni bir termofilik sus olan Anoxybacillus gonensis Z4 susundan o-
amilaz enzimi saflatirildi ve biyokimyasal ozellikleri karakterize edildi. Nisasta, kagit,
deterjan ve tekstil endiistrinin ihtiya¢ duydugu onemli enzimlerden biri olan o-amilaz
tizerine bir¢ok arastirma yapilmakta ve 6zellikle 1s1l kararlilig: yiiksek olan ekstraseliiler ve
intraseliiler o-amilazlarin tiretimi i¢in yeni mikrobiyal kaynaklarin ortaya c¢ikarilmasina
onem verilmektedir. Endiistrinin yeni iiretilen o-amilazlardan en biiylik beklentisi kolay
saflagtirilabilmesi, yiiksek 1s1l kararlilik gostermeleri ve pH’dan aktivitelerinin
etkilenmemesidir.

Son zamanlarda enzim tiretimini daha verimli hale getirebilmek igin yeni teknolojiler
gelistirilmistir. Bunlardan en yaygin olarak kullanilanlardan biri rekombinant DNA
teknolojisidir. Bu teknoloji sayesinde enzimleri kodlayan genleri izole etmek ve bu
genlerin iizerinde ¢aligmak ve genetik mutasyonlar yaparak enzimlerin Ozelliklerini
iyilestirmek, glinimiizde artik olanakli hale gelmistir. Ayrica bu gibi ileri teknolojik
yontemlerle o-amilaz enziminin daha kontrollii ve daha bol iirtilmesi saglanabilir. Bu
sebeple, Anoxybacillus gonensis Z4 o-amilazi uygun bir konakgiya klonlanarak, bol
miktarda ekspres edilmesi ve saflastirma igleminin daha kolay hale getirilmesi saglanabilir.
Bunun yaninda ¢esitli mutasyon teknikleri kullanilarak saflastirilan enzimin 1s1l kararliligi
da arttirilabilir. Enzimin Ky ’sini diisiirmeye yonelik mutasyonlar yapilarak substrata olan
ilgisi daha da arttirilabilir. Boyle bir durumda yapilan mutasyonlarin optimum pH,
optimum sicaklik, 1s1l ve pH kararlilig1 tizerine etkileri de incelenmelidir.

o-Amilaz enzimi kullanimi pahali olan bir enzimdir ve pek ¢ok endiistriyel siiregte geri
kazanim ihtimali diigiiktiir. Bu nedenle enzimin immobilize edilerek defalarca kullanimi
endiistriyel  islemlerdeki maliyeti azaltacaktir. Boylelikle, saflagtirilan enzimin
immobilizasyon sonrasi, enzimin karaliligi da artacagi icin ileri derecede karakterize
edilebilir.

Bunlara ilave olarak,,ii ¢alismay1 daha zenginlestirmek igin enzimim izoelektrik pH’s1

belirlenebilir. Ayrica HPLC gibi bir yontemle kesin molekiil agirlig1 belirlenebilir.
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Ek Tablo 1. Proteinleri Coktiirmek Igin Katt Amonyum Siilfatla Doyurma Tablosu

(Segel, 1976)

FRACTIONATION WITH SOLID

AMMONIUM SULFATE

Final concentration of ammonium sulfate—% saturaton at 0°C

20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 9% 95 100
solid ammonium sulfate to add to 100 ml of solution
0 106 134 164 194 226 258 29.1 326 36.1 398 436 476 516 559 603 650 69.7
5. 79 108 137 166 197 229 262 296 33.1 368 405 444 484 526 570 615 662
10 53 81 109 139 169 200 233 266 30.1 337 374 412 452 493 536 581 627
G 15 2.6 54 82 1.1 141 172 204 237 27.1 30.6 343 381 420 460 503 547 592
= 20 0 & 55 83 113 1438 175 20.7 241 276 312 349 387 427 469 512 55.7
2 25 0 2.7 56 84 115 146 179 211 245 280 351.7 355 395 436 478 522
:’:_' 30 0 28 5.6 86 11.7 148 181 214 249 285 323 362 402 445 488
= Sg 35 0 28 5.7 B7 11.8 151 184 218 254 29.1 329 369 410 453
£ W 0 29 58 89 120 153 187 222 258 296 335 376 418
E : 4% 0 29 59 9.0 123 156 190 2206 263 302 342 383
=9
2 g 50 0 30 60 9.2 125 159 194 230 268 308 348
£2 55 0 30 6.1 93 127 161 197 2385 273 313
g g 60 0 3.1 62 95 129 164 201 239 279
E® 65 0 31 63 97 132 168 205 244
E 70 0 3.2 65 99 134 17.1 209
¢
N 75 0 32 66 101 13.7 174
T 80 0 33 67 103 139
= 85 0 34 68 105
90 0 34 7.0
95 0 35
100 0
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