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Bu calismada, topraktan izole edilen notral Aeribacillus pallidus NA1 susundan
alkali amilaz, asidik Geobacillus lituanicus NA2 susundan asidik amilaz, nétral
Geobacillus thermoleovorans NP1 susundan asidik pullulanaz ve asidik Anoxybacillus
rupiensis NP2 susundan alkali pullulanaz elde edilmis ve karakterize edilmistir. Bu amagla,
enzimlerin optimum sicaklik ve pH degerleri, sicaklik ve pH stabiliteleri, ¢esitli
kimyasallarin enzim aktiviteleri {izerine etkileri belirlenmis, SDS-PAGE zimogram ve ince
tabaka kromatografisi (TLC) analizleri ger¢eklestirilmistir.

NAI1, NA2, NP1 ve NP2 enzimlerinin optimum aktivite gosterdikleri pH degerleri,
strastyla, 9.0, 4.0, 6.0 ve 9.0°dur. Optimum aktivite sicakliklari, sirastyla, 50, 60, 50 ve
60°C olan enzimler termofil 6zelliktedir. NA2 asidik amilaz ve NP2 alkali pullulanaz,
nisasta ve pullulani hidrolize ederek son {iiriin olarak glukoz, maltoz ve maltotrioz agiga
cikarmiglardir. Biitiin enzimler, %30 konsantrasyona kadarki nisastayr ortalama %90
diizeyinde sivilagtirmistir. NA1 alkali amilaz ile BriX sisteminde %19 glikoz degeri elde
edilmistir. NA1 alkali amilaz 165 kDa, NA2 asidik amilaz 200 kDa ve NP2 alkali
pullulanaz 113 kDa’dur. NP1 asidik pullulanaz, zimogram analizinde 112 ve 107 kDa’luk
iki aktivite band1 gostermistir. NA2 asidik amilaz ve %1 deterjan karisimi yemek sosu,
bebek mamasi ve ¢ikolata lekeleri tizerinde %100 performans gostermistir.

Izole edilen enzimler nisastanin sivilastirilmasi, biyoetanol iiretimi ve deterjan
endiistrisi basta olmak iizere, cesitli biyoteknolojik ve endiistriyel uygulamalarda
kullanimlar1 agisindan yiiksek potansiyele sahiptir.

Anahtar Kelimeler: Amilaz, Amilopullulanaz, Asidik, Alkali, Termofilik
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In this study, the production and characterization of an alkaline amylase from neutral
strain Aeribacillus pallidus NA1, an acidic amylase from acidic strain Geobacillus lituanicus
NA2, an acidic pullulanase from neutral strain Geobacillus thermoleovorans NP1 and an
alkaline pullulanase from acidic Anoxybacillus rupiensis NP2 isolated from soil were performed.
For this purpose, the analyzes of optimum temperature and pH values, the temperature and pH
stabilities, and the effects of various chemicals on enzyme activities were determined, the SDS-
PAGE/zymogram and thin layer chromatography (TLC) analyzes were done.

The optimum pH values of NA1, NA2, NP1, and NP2 are 9.0, 4.0, 6.0 ve 9.0,
respectively. The optimum temperature values of the enzymes are 50, 60, 50, and 60°C,
respectively. And all the enzymes are thermophilic. NA2 acidic amylase and NP2 alkaline
pullulanase hydrolyzed starch and pullulan to glucose, maltose and maltotriose, as final
products. The enzymes are o-amylase and amylopullulanase. All the enzymes liquefied the
starch at an average of 90% up to 30% concentration of starch. And 19% BriX value was
obtained by the liquefaction of the starch by NAT1 alkaline amylase. The molecular weight of
NAL1 is 165 kDa, NA2 is 200 kDa and the NP2 enzyme is 113 kDa in size. The NP1 enzyme
showed two activity bands with molecular weights of 112 and 107 kDa in zymogram analysis
The mixture of NA2 enzyme and 1% detergent showed 100% performance on the removal of
foodstuff, baby food and chocolate stains.

The isolated enzymes have a high potential for their usage in a variety of
biotechnological and industrial applications, particularly in the liquefaction of starch, bioethanol
production and the detergent industry.

Key Words: Amylase, Amylopullulanase, Acidic, Alkaline, Thermophilic

II



GENISLETILMIS OZET

Amilaz ve pullulanaz enzimlerinin iiretimini gergeklestirecek olan asidik ve
notral termofil Bacillus sp. suglariin izolasyonu i¢in gesitli toprak 6rnekleri pH’s1
5.0 ve 7.0 olan siv1 besiyerlerinde, 55° C’de inkiibe edilmistir. 80° C’de 10 dakika
stireyle 1s1 soku uygulandiktan sonra inkiibasyona birakilan 6rnekler pH’s1 5.0 ve
7.0 olan N1 agar besiyerlerine asilanmigtir. Kat1 besi yerinde iireyen karakteristik
Bacillus  koloni morfolojisi goriinlimiine sahip bakteriler secilmistir ve
stoklanmusgtir.

Bacillus sp. oldugu diisiiniilen bu suslar, pH's1 5.0 ve 7.0 olan M9 nigastali
ve pullulanli kat1 besiyerlerine ayr1 ayr1 ekildikten sonra 55° C’lik etiivde 72 saat
stireyle inkiibasyona birakilmistir. En yiiksek amilaz ve pullulanaz aktivite zonunu
olusturan suslar se¢ilmistir. Bakterilerin tanimlanmalar1 i¢in gram boyama, spor
boyama, katalaz aktivitesi gibi bazi biyokimyasal testler ve 16S rRNA molekiiler
tanimlama analizi ile suslarin identifikasyonu yapilmistir. Tanimlama sonucuna
gore, alkali amilaz treticisi notral sus Aeribacillus pallidus NA1, asidik amilaz
ureticisi asidik sus Geobacillus lituanicus NA2, asidik pullulanaz iireticisi notral
sus Geobacillus thermoleovorans NP1 ve alkali pullulanaz ireticisi asidik sus
Anoxybacillus rupiensis NP2 olarak tanimlanmis ve NCBI veritabanina suglarin
kayitlar1 yapilmustir.

Bakterilerin en iyi iiredikleri ve amilaz ile pullulanaz sentezledikleri pH ve
sicaklik araliklarim1 belirlemek amaciyla, suslar pH’1 5.0-9.0 olan nisastali ve
pullulanli kat1 ve sivi besiyerlerine ekilerek, 30-72 saat siireyle inkiibe
edilmislerdir. Bulgulara gore, Aeribacillus pallidus NA1 susu pH 7.0’de ve
45° C’de, Geobacillus lituanicus NA2 susu pH 5.0’te ve 55° C’de, Geobacillus
thermoleovorans NP1 susu pH 7.0’de ve 45° C’de, Geobacillus thermoleovorans
NP1 susu pH 5.0’te ve 55° C’de en iyi lireme ve enzim sentezleme davranigini

gostermistir.
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Bakterilerin en iyi {ireme ve enzim sentezini gergeklestirdikleri siirelerinin
belirlenmesi igin, suslar optimum aktivite gosterdikleri pH degerlerine sahip
substrathl  besiyerlerine asilandiktan sonra optimum iireme sicakliklarinda
inkiibasyona birakilmislardir. inkﬁbasyon sirasinda 0., 12., 24., 36., 48., 60., 72.,
84. ve 96. saatlerde alinan Orneklerle yapilan aktivite analizleri sonucunda NAI,
NA2, NP1 ve NP2 suslarinin optimum inkiibasyon siirelerinin, sirasiyla 60., 48.,
24. ve 48. inkiibasyon saatleri oldugu tespit edilmistir.

Belirlenen optimum kosullarda enzim iiretimi gergeklestirilmis ve elde dilen
siipernatant ham enzim kaynagi olarak karakterizasyon, yikama performansi ve
nisasta sivilastirma analizlerinde kullanilmistir. NA1 alkali amilaz enzimi 12063
U/mL, NA2 asidik amilaz enzimi 4604 U/mL aktiviteye sahip iken, NP1 asidik
pullulanaz enzimi 2105 U/mL ve NP2 alkali pullulanaz enzimi 1867 U/mL aktivite
gostermistir. NA1 alkali amilaz enziminin protein miktar1 6.2 pg/mL, NA2 asidik
amilaz enzimininki 3 pg/mL, NP1 asidik pullulanaz enzimininki 5 pg/mL ve NP2
alkali pullulanaz enzimininki de 5.6 pg/mL bulunmustur.

Enzimleri optimum pH ve sicaklik degerleri, NA1 alkali amilaz enzimi igin
pH 9.0 ve 50° C, NA2 asidik amilaz enzimi i¢in pH 4.0 ve 60° C, NP1 asidik
pullulanaz enzimi i¢in pH 6.0 ve 50° C ve NP2 alkali pullulanaz enzimi i¢in pH
9.0 ve 60° C bulunmustur. Biitiin enzimlerin pH 3.0-12.0 ve 30-100° C
araliklarinda oldukga yiiksek oranlarda stabil kaldigi belirlenmistir.

Enzimler, PMSF, EDTA, CaCl,, MgCl,, CuCl,, ZnCl,, BaCl,, MnCl,, CoCl,
ve HgCl, (her biri 5 mM ve 10 mM), 4M ve 8M iire, SDS, TritonX-100, Tween 20,
Tween 80, B-Merkaptoetanol ve H>O, (her biri %1 ve %5) kimyasallariin iki
farkl1 konsantrasyonuyla 1 saat siireyle 0n inkiibasyona birakilmistir ve standart
aktivite analizleri gerceklestirilmistir. NA1 alkali amilaz, 5 mM CaCl, de %96, 10
mM’da %93.4 kalan aktiviteye sahipken, 5 mM PMSF ile muamele edildiginde
%99.1, 10 mM’da %94.4 stabil kalmigtir. Enzim aktivitesi 5 mM EDTA ile
%105.2, 10 mM ile % 92.3 korunmustur. NA1 alkali amilaz, orijinal aktivitesini
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%1 SDS ile %93.3, %5°1lik SDS’de %49 korumustur. NA2 asidik amilaz, MgCl,,
CuCl,, ZnCl,, BaCl,, CoCl, ve HgCl,’nin 5 ve 10 mM konsantrasyonlarinda
yiiksek oranda stabil kalmistir. NA2 asidik amilaz, SDS, TritonX-100, Tween 20
ve Tween 80’in %1 ve %5’lik konsantrasyonlarinda, sirasiyla, %82.4 ve %83.1,
%80.2, %88, %89.3, %89.4, %94.2 ve %94.4 stabil kalmistir.

NP1 asidik pullulanaz enzimi, 5 mM CaCl, ile aktivitesini %96.4, 10 mM
CaCl, ile %100 korumustur. Enzim 5 mM EDTA ile %92, 10 mM EDTA ile
%101.3 aktivite gostermistir. %1 SDS ile aktivitesinin %51 ini korurken, %5 SDS
enzimin aktivitesini %86.3’e ylikselmistir. NP1 asidik pullulanazin aktivitesi %1
H,O; ile %80.7 inhibe olurken, %5 H,O, ile muamele sonucunda tamamen
kaybolmustur.

NP2 alkali pullulanazin aktivitesi, 5 mM PMSF ile %70 artarken, 10 mM
PMSF ile enzimin baslangig¢ aktivitesinin %96.4’iinii korudugu gorilmiistir.
Enzim, SDS, TritonX-100, Tween 20 ve Tween 80 kimyasallarinin %1 ve %5’lik
konsantrasyonlarinda aktivitesini, sirasiyla, %83.1 ve %63, %185.2 ve %111.4,
%182 ve %91, %172 ve %87.3 korumustur.

NA1 alkali amilaz enzimi en yiiksek aktiviteyi %5’lik NaCl’de %58
oraninda, bitiin tuz Kkonsantrasyonlarinda ise ortalama %51.5 diizeyinde
gostermistir. NA2 asidik amilaz, en yiksek aktiviteyi %10 NaCl
konsantrasyonunda %58 ve tiim konsantrasyonlarda ortalama %48 oraninda
gostermistir. NP1 asidik pullulanaz, %10’luk NaCl ile %>50, biitiin
konsantrasyonlarda ortalama %48.5 aktivite gostermistir. NP2 alkali pullulanaz ise
%10 NaCl’de %50 aktiviteye sahipken, tim tuz konsantrasyonlarinda ortalama
%48 aktivite gosterdigi bulunmustur.

Incce tabaka kromatografisi (TLC) analizinde, 24 saatlik inkiibasyondan
sonra nigasta ve pullulan NA1 alkali amilaz enzimi ile glukoza kadar tamamen
hidrolize edilirken, NA2 asidik amilazin nisastay1 ve pullulan1 maltoz, maltotrioz

ve diger oligosakkaritlere kadar hidrolize ettigi bulunmustur. NP1 asidik ve NP2
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alkali pullulanaz enzimlerinin, pullulani ve nisastay1 glukoz, maltoz, maltotrioz ve
maltoz tiirevi diger olisakkaritlere kadar hidrolize ettikleri tespit edilmistir.

SDS-PAGE zimogram analizleri ile belirlenen molekiiler agirliklar, NAI
alkali amilaz i¢in 165 kDa, NA2 asidik amilaz i¢in 200 kDa, NP1 asidik pullulanaz
icin 112 kDa ve 107 kDa, NP2 alkali pullulanaz i¢in 113 kDa’dur.

Enzimlerin yikama performanslari, yemek sosu, bebek mamasi ve ¢ikolata
kirliligi ile analiz edilmistir. %1 deterjan ile enzim karigiminin biitiin 6rneklerde
%100’e yakin leke giderim basaris1 gosterdigi saptanmustir.

Nisasta sivilastirma denemeleri, 4 mL %5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 ve
50 nigasta ve 1 mL enzim karigimlarinin, enzimlerin optimum sicakliklarinda 2 saat
stireyle inkiibasyonuyla gerceklestirilmistir. NA1 alkali amilaz %5-30 nisasta
konsantrasyonlarinda ortalama %87.5, NA2 asidik amilaz %5-25 nisasta
konsantrasyonlarinda %87, NP1 asidik pullulanaz %35-30 konsantrasyonlarinda
%90 ve NP2 alkali pullulanaz %5-30 konsantrasyonlarinda yaklagik %89.2
oraninda nisastayi sivilagtirmiglardir.

Nisasta sivilagtirma ve TLC hidroliz analizlerinin bulgulari, enzimlerin a-
amilaz ve amilopullulanaz (Tip II pullulanaz) grubuna dahil olduklarim

gostermektedir.
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1. GIRIS

Mikroorganizmalar, dogadan endiistriye giden yolda hemen hemen her
alanda kullanilabilir farkl1 6zellikleriyle yer alan ve ekosistemde olaganiistii etkileri
olan canlilardir. Dogal kosullarda gerceklestirdikleri doniisim reaksiyonlari
sonucu, bir yandan varliklarimi ve ¢esitliliklerini stirdiirirken, diger taraftan bu
doniisiimden yararlanan diger paydaslarin yasamlarini kolaylastirmaktadirlar.
Biyogesitlilik ile aktivitede gorev alan bireylerin is boliimii yapmasi sonucu
biyotransformasyon seklinde tanimlanan olaylar kisa siirede kusursuz bir sekilde
gerceklesmektedir. Dogadaki bu yolculukta, mikroorganizmalarin metabolik
faaliyetlerin kisa siirede gerceklesmesini saglayan hizlandiricilar enzimlerdir.

Enzimler, hayvan, bitki ve mikroorganizmalarda bulan ortak
biyokatalizorlerdir. Aktivite spektrumlar1 ve elde edilebilme o6zellikleri dikkate
alindiginda, her ii¢ organizmada da ayni katalitik aktiviteyi gdsteren enzimlerden
Ozellikle mikroorganizma kaynakli olanlar tercih edilmektedir. Mikrobiyal
enzimler, aktivite gosterdikleri pH ve sicaklik araliklarinin genis olmasi ve yiiksek
stabiliteye sahip olmalar1 gibi 6zellikleri dikkate alindiginda, 6zellikle bakteriyel
kokenli  enzimler, ¢esitli biyoteknolojik ve endiistriyel uygulamalarda
kullanilabilirlikleri agisindan 6n plana ¢ikmaktadirlar.

Birka¢ yil oOncesine kadar, endiistriyel uygulamalarda agirlikli olarak
kimyasal katalizorler kullanilmaktaydi. Bu islemlere, tekstil endiistrisinde
hagillarin zayif asitlerle giderimi ve tliylenmenin onlenmesi, kagit endiistrisinde
agartma ve yumsak kagit eldesinin hidrojen peroksitle saglanmasi, saglikta
kullanilan birgok ilacin sentetik iiretimi, biyoetanol iiretiminde asit ya da alkali gibi
kimyasallarla 6n islem ve hidroliz yapilmasi, deri endiistrisinde alkali uygulamalar
ornek olarak verilebilir. Kimyasal katalizorlerin ve tiretimde kimyasal kullaniminin

onemli diizeyde cevre kirliligine yol agmasi, yeterli verimin alinamamasi, son
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kullanicilarda iiriin kaynakli alerjiler basta olmak iizere birgok rahatsizligin
goriilmesi kimyasallar haricindeki diger alternatifleri 6n plana ¢ikarmstir.

Bugiin endiistrise ve bir¢ok farkli uygulamada (deterjan basta olmak {izere)
katalizor  olarak  enzimler kullanilmaktadir.  Endiistriyel uygulamalarin
cesitlenmesine bagli olarak, enzim ihtiyaci ve yeni alanlara uygun enzimlere olan
gereksinim artmaktadir. Bu durum enzim teknolojisinin hemen her alanda hizla
etkinligini artirmakta ve bir¢ok arastirmacinin konu {izerinde ¢alismasina olanak
saglamaktadir. Bugiline kadar eniistriyel boyutta diisiiniilen ve uygulanan enzim
kullanimi saglik alaninda etkisini gdstermeye baslamistir. Gelecek yillarda, kanser
dahil bir¢ok hastaligin tedavisinde enzimlerin etkin bir sekilde kullanim yolunun

acilmasi uzak bir ihtimal degildir.

1.1. Enzimler

Enzimler canli hiicrelerde bulunan ve amino asit zincirlerinin katlanmasiyla
olusan globiiler proteinlerdir. Organizmadaki tiim biyokimyasal reaksiyonlarin
gerceklesmesinde biyolojik katalizor olarak rol almaktadirlar. Enzimlerin etki ettigi
molekiillere substrat denilmektedir. Her enzim, kendi substratina 6zgiildir (Kog,
2015).

Gunlimiiz diinyasinda, ¢esitli kimyasallarin iiretiminde yenilenebilir, ucuz ve
kolaylikla temin edilebilen biyokiitlenin kullanimina yonelik bir egilim vardir.
Endiistriyel proseslerde, biyokiitleyi hedef iiriinlere doniistiirmek i¢in mikrobiyal
hiicreler ve onlarin enzimleri kullanilmaktadir. Bu proseslerde ¢cogunlukla, yiiksek
sicaklikta stabil kalan enzimlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Boylelikle iyi derecede
substrat ¢oziiniirliigli saglanmakta, yiiksek verim elde edilmekte ve kontaminasyon
riski azalmaktadir. Bu sebeple, termofil organizmalar genellikle endiistriyel agidan
uygun termostabil enzim kaynaklari olarak kabul edilmektedir (Turner ve ark,

2007).
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Biyoteknolojik ve endiistriyel alandaki bircok proseste enzimler
kullanilmaktadir. Enzimlerin varolusu, firincilikta, pisirmede, mayalamada, alkol
iretiminde, peynir yapiminda ve benzeri alanlarda mikroorganizmalardan elde
edilen enzimlerin kullanildig1 antik Yunan tarihi ile iligkilendirilmistir. Enzimlerin
ozelliklerinin daha iyi bilinmesi ve saflagtirilmasi ile enzimatik uygulamalarin
sayis1 giin gectikge artmustir. Ozellikle termostabil enzimlerin kullamimu ile yeni
endiistriyel prosesler ortaya ¢ikmistir (Haki ve Rakshit, 2003).

Enzimlerden, yiizyillardan beri birgok alanda faydalanilmakla birlikte,
giiniimiizde enzimlerin kullanimi neredeyse sinirsizdir. Diger kimyasallara kiyasla,
daha stabil katalizorler olmakla birlikte, diisiik sicaklik ve pH’lardan yiiksek
sicaklik ve pH’lara kadar aktivite gosterebilmektedirler. Kimyasallarin kullanima,
cevre i¢cin olumsuz etkiler ortaya c¢ikarmaktadir. Bundan dolayi, enzimlerin
kullanimi1 endiistriyel sorunlar i¢in ¢evre dostu bir ¢oziimdiir. Enzimlerin
kullanildigr proseslerde herhangi bir yan etki meydana gelmemektedir.
Katalizledikleri biyokimyasal reaksiyon sonlandiginda reaksiyon {irlinii enzimi
terkeder ve ortamda substrat bulundugu miiddet¢ce enzim ayni reaksiyonu tekrar
tekrar gerceklestirebilir. Bunun yani sira, enzimin ii¢ boyutlu yapisiyla belirlenen
aktif bolge, enzimin substratina olan Ozgiilliiginii saglamakta ve onu diger
kimyasal bilesiklerden ayirarak benzersiz kilmaktadir. Aktif bdlge, enzime 0zgii
olan substratin seklindedir. Bu bdlgeye baglanan ve sadece dogru sekle sahip olan
maddeler enzim tarafindan {iriinlere doniistiiriilebilmektedir (Kalpana ve Pandian,
2014).

Enzimlerin biyoteknolojik ve endiistriyel alanlardaki uygulamalarda
kullanilabilmeleri i¢in amino asit dizilerinin, {i¢ boyutlu yapilarmin, optimum
aktivite kosullarinin, pH ve sicaklik stabilitelerinin, denatiire edici ajanlarin enzim
aktivitesi lizerindeki etkilerinin bilinmesi gerekmektedir. Her enzimin optimum
aktivitesini gosterdigi bir sicaklik ve pH degeri vardir. pH degisimi, enzimin aktif

bolgesinin iyonizasyonunu ve reaksiyon hizini etkilemektedir. Enzimin aktivite
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gosterdigi pH ve sicaklik, genellikle, elde edildigi mikroorganizmanin yasadigi
ortamla iliskilidir (Erarslan ve ark. 2005: Coleri, 2007°den).

Enzimin aktivitesini azaltan veya tamamen yok eden inhibitér maddeler, ya
substrata benzer yapida olup enzime substratmis gibi baglanirlar ya da enzimin
aktif bolgesine veya disindaki bir bolgeye baglanarak enzimin ii¢ boyutlu yapisini
degistirirler (Erarslan ve ark, 2005: Coleri, 2007°den). Termostabil enzimlerin
yapisal olarak daha stabil olmalari; pH, sicaklik, sodyum dodesil siilfat (SDS) ve
iire gibi denatiire edici ajanlara kars1 daha dayanikli olmalarini saglamaktadir. SDS,
anyonik bir deterjan olup proteine baglandiginda onu negatif yiikle yiikler,
proteinin konformasyonunu ve aktivitesini etkileyerek onu denatiire eder. Ure,
proteinlerin denatiirasyonunda ve c¢oziiniirligiiniin arttirilmasinda kullanilir.
Denatiire proteinlerin tekrar katlanmalar yaparak dogal ve aktif formlarina
donisiimlerini saglar. Divalent iyon selatorii olan EDTA, metaloproteinler ve
divalent katyonlara ihtiya¢ duyan enzimler i¢in bir inhibitérdiir. EDTA ile enzimin
aktivitesindeki azalma, enzim aktivite ve stabilitesinde metal iyonlarmin gerekli
oldugunu gostermektedir. Enzimlerin aktivite gostermeleri i¢in gerekli olan metal
iyonlarina kofaktor denilmektedir. Cogu enzim, kofaktor olarak bakir (Cu*?), demir
(Fe*?), ¢inko (Zn*?) ve magnezyum (Mg*?) iyonlarina ihtiyag duymaktadir. Bakir
(Cu™), civa (Hg*?) ve giimiis (Ag*?) gibi agir metal iyonlari, aktif bolgesinde
sistein kokleri igeren enzimlerin -SH gruplartyla birleserek enzimi inhibe
etmektedir (Zubay, 1988: Coleri, 2007°den).

Dogadaki mikroorganizma c¢esitliligi olduk¢a fazladir. Enzim endiistrisi,
yeryiiziiniin her tarafindan, 6zellikle ekstrem fiziksel ve kimyasal kosullara sahip
bolgelerden alinan toprak ve su Orneklerinden, ¢esitli mikroorganizmalar elde
etmekte ve bu mikroorganizmalardan endiistriyel agidan oldukga degerli enzimlerin
iiretimini gergeklestirmektedir (Kalpana ve Pandian, 2014).

Mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen enzimler, hiicrelerde calistiklar:

ortama gore hiicre i¢i (intraseliiler) ve hiicre dis1 (ekstraseliiler) olmak {izere iki

4



1. GIRIS Nihan ARABACI

guba ayrilirlar. Hiicre dis1 enzimler, iiretildikleri organizma tarafindan hiicre digina
salgilanan enzimlerdir. Bu enzimler, besi yerinde ve hiicre yapilarinin dis kismu ile
baglantili hélde ortamda bulunan yiiksek molekiil agirlikli besin maddelerini
hidrolize ederek mikroorganizma tarafindan hiicre igine alinabilir forma
doniistiirmektedirler. Bu tip enzimlere genel olarak hidrolazlar denilmektedir.
Gram negatif bakterilerde proteinler, i¢ ve dis membran arasindaki periplazmik
boslukta kalirlar. Ciinkii Gram negatif bakterilerin duvari, Gram pozitif
bakterilerde bulunmayan bir dis membrana sahiptir. Gram pozitif bakterilerde ise,
enzimler dogrudan besi yerine salgilanirlar. Bu enzimlerin stabilitesi yiiksektir ve
ortam kosullarinda aktivitelerini uzun siire koruyabilirler. Elde edilisleri kolaydir
ve endiistrideki kullanim alanlar1 daha yaygindir. Enzimler, hiicrenin
sitoplazmasina dagilmis olarak bulunan ribozomlarda sentezlenirler. Bu enzimlerin
substratlari, genellikle, sekerler, amino asitler, karboksilik asit gibi kii¢iik molekiil
agirliga sahip olan ve hiicre zarindan gecebilme yetenegindeki molekiillerdir.
Hiicre yapilarina sikica bagli olan ve disariya salgilanmayan intraseliiler enzimlerin
elde edilmeleri ve saflagtirilmalari i¢in Oncelikle hiicre zarinin pargalanmasi
gerekmektedir (Ozdenefe, 2014; Cinar, 2007).

Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi (IUBMB) tarafindan
Onerilen sistematik adlandirmada enzimler alt1 bilylik sinifa ayrilmaktadirlar ve her
siifin katalizlenen reaksiyon tipine gore alt siniflar1 bulunmaktadir:

EC 1. Oksidorediiktazlar: Oksidasyon ve rediiksiyon reaksiyonlarini
katalizler.

EC 2. Transferazlar: Iki molekiil arasinda bir atom veya atom grubunun
transferi reaksiyonlarini katalizler.

EC 3. Hidrolazlar: Hidroliz reaksiyonlarini katalizler.

EC 4. Liyazlar: Substrattan, hidroliz ve yiikseltgenme harici bir yolla, bir
grubun ayrilmasi reaksiyonlarini katalizler.

EC 5. izomerazlar: izomerizasyon reaksiyonlarini katalizler.
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EC 6. Ligazlar: Adenozin trifosfat (ATP) veya diger niikleozit trifosfatin
yikimu ile birlikte yeni bir bagin sentezlenmesi reaksiyonlarin katalizler (Akan,

2011).

1.2. Mikrobiyal Enzimler

Enzimler, hayvanlar (kimosin, pepsin, tripsin vb.), bitkiler (fisin, papain,
bromelain vb.) ve mikroorganizmalardan (a-amilaz, pektinazlar, seliilaz, vb.) elde
edilebilmektedirler. Karasal ve sucul tiim mikroorganizmalar, enzimlerin en
dinamik fireticileri olup elli y1ldan fazladir ¢esitli endiistrilerde kullanilmaktadirlar.
Prensipte, hayvanlardakine ve bitkilerdekine benzer her tiirli enzim
mikroorganizmalardan elde edilebilir. Biyoteknolojik ve endiistriyel agidan
bakildiginda genel egilim, mikrobiyal kokenli enzimlerin kullanimidir (Vaidya ve
ark, 2015).

Mikroorganizmalar, elde edilebilirliklerinin kolay olmasi, hizli iremeleri ve
ucuz besinleri kullanarak istenilen kosullarda bir¢ok enzimi iiretebilmeleri, enzim
iiretme kapasitesinin arttirilmasi i¢in genetik degisiklik yapma kolayligina sahip
olmalari, kisa fermantasyon siirelerinde bol miktarda enzim iiretebilmeleri gibi
avantajlara  sahip olduklarindan, endistriyel enzim {iretimi igin ideal
organizmalardir (Vaidya ve ark, 2015; Niehaus ve ark, 1999: Kalpana ve Pandian,
2014’ten).

Mikrobiyal enzimler, bitkisel ve hayvansal enzimlere gore ¢evreye daha az
zararl olmalar1, katalitik aktivitelerinin ve verimliliklerinin yiliksek olmasi, daha
stabil olmalari, diigiik maliyetli olmalari, fazla miktarda elde edilebilmeleri, diisiik
enerji tilketimine sebep olmalar1 gibi bazi 6nemli avantajlara sahiptirler (Vaidya ve
ark, 2015; Kalpana ve Pandian, 2014). Bu enzimler, fermentérlerde sivi ya da yarn
kat1 besi yerlerinde {iiretilen prokaryotik (bakteri) ve Okaryotik (maya, mantar)

hiicrelerden elde edilebilirler. Bakterilerden elde edilen enzimlerin ¢ogu Bacillus



1. GIRIS Nihan ARABACI

cinsine (Gram pozitif bakteri), mantarlardan elde edilenler ise Aspergillus cinsine
(filament6z mantar) aittirler (Vaidya ve ark, 2015).

Enzimlerin kullanmldig1 temel uygulamalar; saglik, tekstil, gida ve deri
endiistrisidir. Enddstriyel olarak iiretilen enzimler, temel olarak, ila¢ (%41),
deterjan (%17), gida ve yem (%17), deri ve kagit (%17), tekstil (%8) endiistrisinde
kullanilmaktadirlar (Kalpana ve Pandian, 2014).

1.3. Termofilik Enzimler

Son zamanlarda arastirmacilar, ekstremofillerin sicak  ortamlara
adaptasyonu, termofillerden ve hipertermofillerden termostabil enzim iretimi,
termozimlerin (termo-tolerant enzimler) yapisal ve fonksiyonel iliskileri ve
termostabil enzimlerin biyoteknolojik ve endiistriyel alanlardaki uygulamalariyla
ilgili galismalar yapmaktadirlar. Yapilan arastirmalarda, termofillerin, termostabil
Ozellikte, denatiirasyona ve proteolizize dayanikli, denatiirasyondan sonra
proteinleri kendi dogal formuna ve islevine geri dondirmeye yardimci olan ve
‘saperoninler’ olarak bilinen 6zellesmis proteinler ihtiva ettigi bildirilmistir (Everly
ve Alberto, 2000: Haki ve Rakshit, 2003’ten). Termofillerin hiicre membranlari,
doymus yag asitlerinden olugmaktadir. Yag asitleri, hiicreye hidrofobik bir ortam
saglamakta ve hiicrenin yiiksek sicakliklarda yasayabilecek formda kalmasina
yardimc1  olmaktadir. Termofillerin sahip oldugu ve DNA’da pozitif
stipersarmallarin olusumunu saglayan ters DNA giraz enzimi, DNA’nin erime
noktasini (¢ift sarmalin ipliklerinin ayrilacagi sicaklik) yiikseltir (Haki ve Rakshit,
2003).

Termofillerden elde edilen ¢ogu protein termostabildir. Biyoteknolojik ve
endiistriyel proseslerde termostabil enzimlerin tercih edilmesinin temel sebepleri:
Oda sicakliginda uzun siireli depolanabilmesi, organik c¢oziiciilere kars1 yiiksek
tolerans gostermesi, kontamine olma risklerinin diigiik olmasi, yiiksek sicakliklarda

gerceklestirilen ham madde oOn islemlerinde aktivite kaybi yagamamasidir.
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Termofil kosullarda gerceklesen enzim-substrat reaksiyonlarinda substrat
viskozitesinin azalmasi ve difiizyonunun artmasi sayesinde, daha yiiksek {irlin
verimi elde edilmektedir. Ayrica yiiksek caligma sicakligi, organik bilesiklerin
biyolojik olarak yararlanilabilirliklerini ve ¢oziiniirliiklerini arttirdig1 igin,
biyoremediasyon iglemleri termofilik kosullarda daha etkili olmaktadir (Turner ve
ark, 2007; Haki ve Rakshit, 2003).

Termofilik  mikroorganizmalardan izole edilen enzimler, yapisal
kararliliklarinin avantajlar1 sayesinde mikroorganizmalarin iiremeleri icin gerekli
olan optimum sicakliklardan daha yiiksek sicakliklarda ve genis pH araliklarinda
aktif ve stabil olmakla birlikte, organik coziiciilere, proteazlara, deterjanlara ve
denatiire edici bilesiklere daha dayaniklidirlar. Bu 6zelliklerinden 6tiirii, termofilik
enzimlerin biyoteknolojik ve endiistriyel kullanim alanlar1 giderek artmaktadir

(Coleri, 2007).

1.4. Nisastamin Hidrolizinde Gorev Alan Enzimler

Nisasta enddistrisi, yararli bir ham madde olan nisastanin hidrolizini ve
modifikasyonunu saglayan enzimlerin en biiyiikk kullanicilarindandir. Nigasta
polimerinin tamamen hidrolize olabilmesi i¢in ¢esitli enzim kombinasyonlarina
ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu kombinasyonlar; a-amilaz, glukoamilaz, B-amilaz,
izoamilaz ve pullulanaz enzimlerini icermektedir (Poonam ve Dalel, 1995: Haki ve
Rakshit, 2003’ten) (Sekil 1.1).

Nisastanin enzimatik hidrolizasyonu, nigsasta graniillerinin ¢6ziinmesiyle
viskoz siispansiyon olustugu ve yiiksek sicakliklarda gergeklesen jelatinizasyon,
nisastanin kismi hidrolizinin gergeklestigi ve viskozitenin azaldigi sivilagma,
nisastanin tam hidrolize oldugu ve glukoz ile maltoz {iretimini igeren
sakkarifikasyon basamaklarindan olugmaktadir. Termostabil amilazlar; Bacillus
subtilis, Bacillus amyloliquefaciens ve Bacillus licheniformis gibi gesitli Bacillus

tiirlerinden izole edilmektedirler (Haki ve Rakshit, 2003).
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Endiistriyel agidan biiyilk ©6neme sahip olan, nisasta ve benzer
polisakkaritlerdeki a-1,4, a-1,6 ile a-1,4 ve a-1,6 baglarim parcalayan mikrobiyal
enzimler alt1 sinifa ayrilabilir:

1. 0-1,4 baglarin1 hidrolize eden enzimler: Ornegin; a-amilaz (endo-acting
amilazlar).

2. 0-1,4 baglarim1 hidrolize eden ve a-1,6 baglarmi atlamayan enzimler:
Ornegin; B-amilaz (son iiriin olarak maltoz {ireten exo-acting amilazlar).

3. Hem o-1,4 hem de a-1,6 baglarin1 hidrolize eden enzimler: Ornegin;
amiloglukozidazlar (glukoamilaz) ve amilopullulanazlar.

4. Sadece 0-1,6 baglari hidrolize eden enzimler: Ornegin; pullulanazlar ve
diger dallanmis yapilari hidrolize eden (debranching) enzimler.

5. Diger enzimlerin amiloz ve amilopektin {izerindeki aktivitesi sonucu
meydana gelen kisa zincirli oligosakkaritlerdeki o-1,4 baglarini hidrolize eden
enzimler: Ornegin; o-glukozidaz.

6. Nisastay1, siklodekstrinler veya Sachardinger dekstrinler olarak
adlandirilan bir dizi indirgenmeyen halkali D-glukozil polimerlere hidrolize eden
enzimler: Ornegin; Bacillus macerans amilaz1 (siklodekstrin iireten enzimler),
(Sekil. 1.1) (Fogarty ve Kelly, 1979: Aiyer, 2005°ten).

Kompleks bir yapiya sahip olan nisasta polimerinin oligosakkaritler ve daha
kiigiik sekerlere depolimerizasyonu igin endoamilaz ve ekzoamilaz enzim
kombinasyonlarina ihtiya¢ duyulmaktadir. Nisastanin enzimatik hidrolizi i¢in temel
olarak dort tip enzim bulunmaktadir: Endoamilazlar, ekzoamilazlar, dallanmig
yapilar1 hidrolize eden enzimler ve transferazlar (Sivaramakrishnan ve ark, 2006;
Pandey ve ark, 2000).

Endoamilazlar ve ekzoamilazlar nisastay1 hidrolize eden enzim gruplaridir.
Bu enzimler, glukozidik  baglarni  hidrolize  ettikleri  yere  gore
siniflandirilmaktadirlar. Nigastayr hidrolize eden enzimler, c¢esitli sekerleri

hidrolize edebilen glukozit hidrolaz (GH) ailesinde yer almakla birlikte, cogunlukla
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GH-13 ailesinde bulunmaktadirlar (Vaidya ve ark, 2015; Sivaramakrishnan ve ark,

2006).

a-amilaz
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O Glikoamilaz
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3 B-amilaz g giikozicaz
a-Limit dekstrin Dal yapici
enzimler,

(}{)Ov”'
Dodrusal oligosakkarit

o O. C'. ® QO
GIIKOZ  |alioz Maltoz ve Glikoz QO
B-limit dekstrin O

*®

Dofrusal oligosakkaritier

o00®

[zoamilaz

Siklodekstrin

quikozil —— a%
transferaz =]
=]
oQ

Dal kiricr enzimler

Tip Il Pullulanaz

Tip! Pullulanaz\\.

L]
\l GC)I*.daltotrloz

QOD e
Maltoz

o0®  Gikoz
Maltotrioz

Sekil 1.1. Nisastanin Hidrolizinde Gorev Alan Enzimler (Agik halka yapisi bir
poliglukoz molekiiliiniin indirgenen ucunu sembolize etmektedir)

(Antranikan, 1992)

1.4.1. Endoamilazlar (Endo-acting)

Amiloz ve amilopektin zincirlerinin i¢ kisimlarindaki a-1,4 glukozidik

baglar1 hidrolize eden enzimlerdir.

ao-amilaz (EC 3.2.1.1) enzimi, nisasta

polimerinin i¢i kisimlarindaki a-1,4 baglarini hidrolize ederek lineer ve dallanmig

oligosakkaritleri ya da a-limit dekstrinlerin olusumunu saglayan ve en iyi bilinen

endoamilaz enzimidir. Bu enzimler, Bacteria ve Archaea domainlerine ait birgok

mikroorganizmada bulunmaktadir (Zhang ve ark, 2017; Hii ve ark, 2012).
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1.4.2. Ekzoamilazlar (Exo-acting)

Glukoamilaz (EC 3.2.1.3) ve a-glukozidazlar (EC 3.2.1.20) gibi amiloz ve
amilopektinin dis kisimlarda bulunan a-1,4 ve a-1,6 baglarim1 hidrolize ederek
glukoz birimlerinin olusumunu saglayan enzimlerdir. Diger taraftan, 6zellikle a-1,4
baglarim1 hidrolize ederek maltoz ve pB-limit dekstrinleri iireten enzimler -

amilazlardir (EC 3.2.1.2) (Haki ve Rakshit, 2003).

1.4.3. Transferazlar

Donér molekiiliin a-1,4 glukozidik baglarimi hidrolize edip yeni glukozidik
bir bag olusumu ile dondér molekiilden ayrilan parcay1 glukozidik alictya aktararak
nisastanin doniislimiinii saglayan enzim grubu transferazlardir. Amilomaltaz (EC
2.4.1.25) ve siklodekstrin glukoziltransferaz (EC 2.4.1.19) gibi enzimler yeni bir a-
1,4 glukozidik bag olustururlar (Cinar, 2007).

1.4.4. Dallanms Yapilar1 Hidrolize Edenler (Debranching)
Amilopektin ve/veya glukojen ve benzer polimerlerdeki a-1,6 glukozidik

baglarm hidrolizini katalizlemektedirler. Iki ana gruba ayrilirlar:

1.4.4.1. indirekt Dallanmis Yapilar1 Hidrolize Eden Enzimler

Bu grupta yer alan amilo-1,6-glukozidaz enzimi, kendi aktivitesinden 6nce
baska bir enzim veya enzimler tarafindan substratin modifikasyonuna gereksinim
duymaktadir. Ozellikle hayvanlarda ve mayada bulunmaktadir. Amilo-1,6-
glukozidaz, substrattaki yan zincir tek bir glukoz iinitesinden olusuyorsa sadece o-
1,6 dallanma noktasim1 hidrolize eder. Amilo-1,6-glukozidazin glukoz ve
maltotetroza hidrolize edebildigi bilinen en kii¢lik substrat, dallanmis pentasakkarit

63-a-glukozil maltotetrozdur (Hii ve ark, 2012).
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1.4.4.2. Direkt Dallanmis Yapilar1 Hidrolize Eden Enzimler

Bitkilerde ve bakterilerde bulunan bu enzim grubu, substratin a-1,6
glukozidik baglarin1 dogrudan hidrolize edebilen pullulanaz ve izoamilaz
enzimlerini icermektedir (Hii ve ark, 2012).

a-dekstrin 6-glukanohidrolaz, pullulan 6-glukanohidrolaz, limit dekstrinaz
ve amilopektin-6-glukanohidrolaz olarak da bilinen mikrobiyal pullulanaz enzimi
(EC 3.2.1.41), a-1,6 glukozidik baglarla bagli maltotrioz birimlerinden olusan
pullulandaki a-1,6 glukozidik baglara spesifik etki gostermesinden dolay: ilgi
cekici bir enzimdir. Pullulanazlar, pullulan ve amilopektinin yapisindaki a-1,6
glukozidik baglar1 hidrolize etmektedir. Substrata olan 6zgiilliiklerine ve substrat
ile reaksiyon sonucu aciga c¢ikardiklari son iiriin tipine gore bes grup pullulan
hidrolize edici enzim bulunmaktadir:

1. Tip I Pullulanaz (EC 3.2.1.41)

2. Tip II Pullulanaz (Amilopullulanaz) (EC 3.2.1.41/EC 3.2.1.1)

3. Tip I Pullulan Hidrolaz (Neopullulanaz) (EC 3.2.1.135)

4. Tip II Pullulan Hidrolaz (izopullulanaz) (EC 3.2.1.57)

5. Tip I Pullulan Hidrolaz (EC 3.2.1.-) (Hii ve ark, 2012).

Glukojen 6-glukanohidrolaz olarak da bilinen izoamilaz (EC 3.2.1.68),
glukojeni tamamen hidrolize edebilen tek enzimdir. Bu enzimin en aktif oldugu pH
aralign 3.0-4.0’tiir. Enzim, 45-55°C araliginda maksimum stabiliteye sahiptir.
Izoamilaz, amilopektin ve glukojendeki a-1,6 glukozidik baglari hidrolize eder (Hii

ve ark, 2012; van der Maarel ve ark, 2002).

1.5. Amilazlar

a-amilaz, B-amilaz ve y-amilazlar kapsayan amilaz enzim grubu, hem
endiistriyel hem de biyoteknolojik uygulanabilirliklerinden dolay1 genis bir
uygulama alanima sahiptir (Saini ve ark, 2017). Enzim piyasasinda proteazlardan

sonra en biiyiik paya sahip olan amilazlar, diinyadaki enzim pazarinin yaklagik
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%30'unu olusturan en énemli endiistriyel enzimlerden biridir (Vaidya ve ark, 2015;
Gupta ve ark, 2003: Aiyer, 2005’ten).

Amilazlar, polisakkaritlerdeki a-1,4 glukozidik baglarin hidrolizini katalize
ederek nisastanin ve benzer polimerlerin hidrolizini saglayan hidrolitik enzimlerdir
(Takata ve ark, 1992: Saini ve ark, 2017°den). Mikroorganizmalarda, bitkilerde ve
hayvanlarda yaygin olarak bulunmaktadirlar. a-amilaz; cesitli mantar, maya ve
bakterilerden elde edilmekle birlikte, mantar ve bakteri kaynakli olanlar endiistriyel
uygulamalarda daha ¢ok tercih edilmektedir. Bunun sebebi, bakteri ve
mantarlardan elde edilen amilazlarin, ekstraseliiler olarak tUretim ortamina
salgilanmalar1 sebebiyle biiyiik Olgekli iiretimlerinin nispeten kolay ve diisiik
maliyetli olmasidir (Saini ve ark, 2017).

Nisasta, endiistriyel uygulamalarda sivilastirma ve sakkarifikasyon olarak
adlandirilan iki farkli iglem ile hidrolize edilir. Modern endiistriyel uygulamalarda
pisirmeden Once ve sonra sivilastirici amilazlar eklenerek nisasta 110°C'de
jelatinize edilir (sivilastirilir). Sakkarifikasyon asamasinda a-amilaz, glukoamilaz
ve dallanmis yapilari hidrolize eden enzimlerin karigimi ilave edilmektedir. Yiiksek
sicakliklarda gergeklesen bu islemler i¢in termofilik a-amilazlar tercih edilmektedir
(Zhang ve ark, 2017).

Amilazlan o-amilaz, f-amilaz ve y-amilaz olmak iizere li¢ gruba ayirmak

mumkindir:

1.5.1. a-amilaz (EC 3.2.1.1)

1,4-a-D-glukanglukanohidrolaz veya glukojenaz olarak da bilinen
ekstraseliiler enzimlerdir. GH-13 sinifinda yer alirlar (Cherry ve ark, 2004: Saini ve
ark, 2017°den). Kalsiyum (Ca*?) bagimli metaloenzimlerdir. Bu amilolitik enzim,
nisasta ve benzeri uzun zincirli karbonhidratlarin o-1,4 glukozidik baglarin i

kisimlardan hidrolize ederek maltoz, maltotrioz ve baz1 dekstrinler gibi
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oligosakkaritleri Tretirler (Vaidya ve ark, 2015). Mikrobiyal a-amilazlar,

endiistriyel a-amilazlar arasinda en ¢ok tercih edilenlerdir (Zhang ve ark, 2017).

1.5.2. p-amilaz (EC 3.2.1.2)

1,4-a-glukanmaltohidrolaz, glukojenaz veya sakkarojen amilaz olarak
bilinmektedirler. Nisastanin indirgeyici olmayan ucundaki ikinci a-1,4 glukozidik
bag1 hidrolize ederek maltoz olusumunu saglayan, GH-14 sinifinda yer alan bir tiir
amilaz enzimidir. (Saini ve ark, 2017; Vaidya ve ark, 2015). Maltozun indirgen
glukozunun B formunda olmasindan dolayr bu enzime B-amilaz denilmektedir
(Kossmann ve Lloyd, 2000: Vaidya ve ark, 2015’ten). Bakteriler, mantarlar ve

bitkiler tarafindan tuiretilmektedirler (Saini ve ark, 2017).

1.5.3. y-amilaz (EC 3.2.1.3)

Glukan-1,4-a-glukozidaz, amiloglukozidaz, ekzo-1,4-a-glukozidaz,
glukoamilaz, lizozomal a-glukozidaz ya da 1,4-a-D-glukanglukohidrolaz olarak
bilinmektedir (Tateno ve ark, 2007: Vaidya ve ark, 2015’ten). GH-15 sinifinda yer
almaktadir. Amiloz ve amilopektindeki indirgenmemis uglarda bulunan son a-1,4
glukozidik baglar1 hidrolize ederek glukoz birimlerinim olusumunu saglamaktadir.
Ayni zamanda, a-1,6 glukozidik baglar1 da hidrolize ederler (Saini ve ark, 2017;
Vaidya ve ark, 2015). Diger amilaz formlarindan farkli olarak y-amilaz, asidik
ortamlarda oldukga aktiftir ve stabildir. Optimum aktivite gosterdigi pH 3.0'tiir
(Saini ve ark, 2017).

1.6. Nisasta
Nisasta, glukoz birimlerinin glukozidik baglarla biraraya gelmesiyle olusmus
bir polimer olup, ¢ogu bitki tarafindan iiretilen temel bir karbonhidrattir (Aiyer,

2005). Ticari olarak musir, bugday, sorgum ve piring gibi bitki tohumlarindan,
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manyok, patates, kok ve sago palmiyesi gibi bitkilerin kdkleri ve yumrularindan ve
bitki saplarindan elde edilmektedir. (Vaidya ve ark, 2015; Aiyer, 2005).

Nisasta, insan beslenmesinde metabolik enerjinin saglanmasinda énemli bir
rol oynamaktadir. Gida (6zellikle yiiksek fruktoz ve glukoz suruplar1) ve deterjan
gibi cesitli endiistrilerde kimyasal ve/veya enzimatik olarak cesitli {iriinlere
doniistiiriilebilen 6nemli bir endiistriyel ham maddedir (Miao ve ark, 2011: Vaidya
ve ark, 2015’den). Nisastanin hidrolizi i¢in katalizér olarak asit veya enzim
kullanilabilir. Ancak enzimatik hidrolizin daha az yan {iriin olusumu ve yiiksek
verim gibi bir¢ok avantaji vardir. Nisastanin enzimatik hidrolizi uzun yillardir
endiistriyel Olcekte gerceklestirilmekle beraber, her gecen gilin artan sekilde
geleneksel asit hidrolizi uygulamasinin yerini almaktadir (Aiyer, 2005).

Nisasta, seliillozdan sonra bitkiler tarafindan en ¢ok {iretilen, karbon (C),
hidrojen (H) ve oksijen (O) atomlarindan olusan, suda ¢éziinmeyen graniillerden
meydana gelen heterojen bir polisakkarittir. Nigasta molekiilleri, yiizlerce veya
binlerce glukoz biriminin glukozidik baglarla baglanmasi sonucu olusmustur.
Glukozidik baglar, alkali kosullarda stabil iken, asit veya bazi enzimler ile
etkilesime girdiginde hidrolize olmaktadir. Polimerik =zincirin u¢ kisminda
indirgeyici u¢ grubu olarak bilinen aldehit grubu bulunmaktadir (Hii ve ark, 2012).
Nigasta 1sitildigi zaman yapisimt olusturan glukoz birimlerini bir arada tutan
hidrojen baglarn zayiflamaya baglar. Bu durum, nisastanin sismesini ve
jelatinlesmesini saglamaktadir (Aiyer, 2005). Nisastanin yiiksek sicakliklarda
jelatinlestirilmesi (100-110°C) ve sivilastirilmast (80-90°C) icin termofilik ve
termostabil a-amilazlara ihtiya¢ duyulmaktadir (Kog, 2015).

Nisasta, farkli yapilara ve ozelliklere sahip olan amiloz ve amilopektin
birimlerinden olusan heterojen bir polisakkarittir (Sekil 1.2). Amiloz, a-1,4
glukozidik baglarla baglanmis 6000 kadar glukoz biriminden olusan dogrusal bir
glukoz polimeridir. Amilopektin, a-1,4 glukozidik baglarla baglanmig 10-60 kadar

glukoz biriminden olusan dogrusal kisa zincirin, a-1,6 glukozidik baglarla
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baglanmis 15-45 glukoz biriminden olusan yan zincirlere baglanmasiyla meydana
gelen bir glukoz polimeridir (Sekil 1.2) (de Souza ve de Oliveira e Magalhaes,
2010).

. CHOH
(A) Amiloz, o = CH0H
H 0 CH0H

- HO at 0
H 0
HO

HO 1,00

(B) Amilopektin 0
OH

CHOH
m cHy
m CHOH
m

Sekil 1.2. Nisastanin Yapisinda Bulunan (A) Amiloz ve (B) Amilopektin
Polimerlerinin Yapis1 (de Souza ve de Oliveira e Magalhaes, 2010)

| S

Molekiiler agirligi amilozunkinden 1000 kat daha fazla olan amilopektin,
dogadaki en biiylik molekiillerdendir. Amilopektinin sulu ¢ozeltileri; yiiksek
viskozite, berraklik, kararlilik ve jellesmeye direng gosterme gibi Ozelliklere
sahiptir. Amilopektin, iyot ile zayif baglanma gergeklestirir ve kirmizi-kahverengi
bir renk olusur. Nisastanin ihtiva ettigi amilopektin seviyesi kaynagina gore
degismektedir. Ornegin; glukoz surubu iiretiminde kullanilan gogu nisasta %75-85
oraninda amilopektin i¢ermektedir. Bu oran, bir¢ok bitkide %60-90 arasinda
degisirken, piring, musir, sorgum, arpa, bezelye ve patates c¢esitlerinde yaklasik

%100'e ulasmaktadir (Hii ve ark, 2012; Aiyer, 2005).
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1.7. Amilazlarin Uygulama Alanlari

Amilazlar; nisastanin sivilagtirilmast  ve sakkarifikasyonunda, ilag
sanayisinde, tekstil endiistrisinde dokumada, nisastanin fermente edilebilir sekere
doniistiiriilmesinde, fermantasyonda, deterjan ve kagit endiistrisinde, tath
suruplarin  hazirlanmasinda, gida endiistrisinde unun diyastaz igeriginin
artirllmasinda, bebek mamalarinin hazirlanmasinda ve jole iiretiminde karigimdan
nisastanin uzaklastirilmasinda, biyoetanol iiretimi i¢in nigasta igerigine sahip ham
maddenin hidrolizinde ve daha bir¢ok endiistriyel alanda kullanilmaktadir (Saini ve
ark, 2017; Vaidya ve ark, 2015). Amilazlarin kullanildig1 bazi endiistriyel alanlar
su sekildedir:

1.7.1. Nisastanin Sivilastirilmasi

Nigastanin ~ sivilagtirilmasi, ¢oziinmeyen nisasta graniillerinin  sulu
soliisyonda dagilmasiin saglandigi ve termostabil amilazlar araciligiyla kismi
hidrolizinin gergelestigi bir prosestir. Endiistriyel proseslerde sivilagtirma
islemlerinde nisasta konsantrasyonu %30-40 diizeyinde tutulur (w/v) ve yiiksek
sicaklikta (90-110°C) jelatinlesme saglanir. Jelatinlesmeden sonra viskozite
yiikselmektedir. Viskozitenin azaltilmast ve nisastanin sivilastirilmasi igin

termostabil a-amilazlar kullanilmaktadir (Saini ve ark, 2017; Vaidya ve ark, 2015).

1.7.2. Fruktoz Surubu ve Maltoz Uretimi

Yiiksek fruktoz ihtiva eden suruplar (HFCS), glukozun glukoz izomeraz ile
hidrolize edilmesiyle hazirlanmaktadir. Bu suruplar %42 oraninda fruktoz icerigine
sahiptirler. Bu siiregte ilk olarak nisasta, enzimatik sivilastirma ve sakkarifikasyon
yoluyla glukoza doniistiiriiliir (Aiyer, 2005).

Maltoz, seker surubunun ana bileseni olan bir disakkarittir. Kristallesme
egiliminin diisiik olmasi ve higroskopik olmamasi nedeniyle gida endiistrisinde

tatlandirict ve intravendz seker katkisi olarak kullanilmaktadir. Misir, patates, tatl
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patates ve manyok nisastalarindan {iretilir. Imalatinda termostabil o-amilazlar

kullanilmaktadir (Saini ve ark, 2017).

1.7.3. Oligosakkarit Karisiminin Uretimi

Oligosakkarit karisimi (maltooligomer karigimi), misir nisastasinin a-amilaz,
B-amilaz ve pullulanaz ile hidrolize edilmesi sonucu elde edilmektedir. (Vaidya ve
ark, 2015). Bilesiminde %2.2 glukoz, %37.4 maltoz, %46.4 maltotrioz ve %14
maltotetroz ve daha biiyilk maltooligosakkaritler yer almaktadir. Maltooligomer
karisimi, higroskopik olmasi sebebiyle karistirildigi gidanin nem diizenleyicisi
olarak goérev yapmaktadir. Diisiik glukoz igeriginden dolay1 misir surubundan daha
diisiik viskoziteye sahip olup siikrozdan daha az tathdir. Siikroz ve diger sekerlerin
yerine kullanilmaktadir. Gidalardaki siikrozun kristallesmesini onlemek i¢in de

kullanilmaktadir (Saini ve ark, 2017).

1.7.4. Maltotetroz Surubunun Uretimi

Maltotetroz surubu (G4 surubu), nisastanin maltotetroz olusturan termostabil
a-amilazlar ile hidrolizi sonucunda {iretilmektedir. Siikrozdan %?20 daha az tatlidir
ancak daha yiiksek viskoziteye sahiptir. Maltotetroz surubu, daha az glukoz ve
maltoz igerigine sahiptir. Suyun donma noktasini diisiirdiigiinden, dondurulmus
gidalarin donma noktalarin1 kontrol etmek igin kullanilmaktadir. Parlaklik
kazandirma 6zelliginden dolay:1 kagit endiistrisinde de kullanim1 yaygindir (Aiyer,

2005).

1.7.5. Tekstilde Nisastanin Giderimi

Tekstil dokumalarinda, kumas {iretiminden Once iplige nigasta macunu
uygulanir. Nisasta, dokuma esnasinda kumasa dayaniklilik saglar. Kumasg
dokunduktan sonra kumasin lizerindeki nisasta a-amilazlar ile uzaklastirilir. Bu

asamadan sonra kumas boyanmaya hazir hale gelir. Tekstil endiistrisinde o-
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amilazlar, nisastay1 hidrolize etmek ve ¢Oziiniir hale getirmek i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir. a-amilazlar, agartma ve boyama isleminden ©nce nisastanin
kumastan uzaklastirilmasi i¢in hasil sdkme amaciyla kullanilmaktadir (Saini ve ark,

2017; de Souza ve de Oliveira e Magalhaes, 2010).

1.7.6. Gida Endiistrisi

Amilazlar; pisirmede, mayalamada, sindirime yardimci olan iiriinlerin
hazirlanmasinda, kek yapiminda, meyve sular1 ve nisasta suruplar1 gibi cesitli
islenmis gidalarin {iretiminde yaygin olarak kullanilmaktadir. Firincilikta, un
icindeki nisastayr maya tarafindan fermente edilebilir daha kiiciik dekstrinlere
indirgemek icin a-amilaz ekmek hamuruna eklenir. Bu durum, fermantasyon
oranini yiikseltip hamurun viskozitesinin azalmasini saglamakta, {iriiniin hacimini
ve doku kalitesini artirmaktadir. Boylelikle ekmegin tadi ve kabugunun rengi
iyilestirilmis olur. o-amilaz, fermente edilebilir bilesiklerin iiretiminde
kullanilmasinin yani sira, bayatlamay1 onleyici etkiye sahip oldugundan pismis
driinlerin  yumugakliklarint korumasina ve raf Omiirlerinin uzamasma fayda
saglamaktadir (de Souza ve de Oliveira ¢ Magalhdes, 2010). Termostabil
maltojenik amilazlar firncilik endiistrisinde ticari olarak kullanilmaktadirlar

(Vaidya ve ark, 2015).

1.7.7. Biyoetanol Endiistrisi

Fosil yakitlarin ¢ok yiiksek oranda cevre kirliligine neden olmasi ve yiiksek
maliyeti sebebiyle biyoyakitlara olan ilgi son yillarda artmistir (Saini ve ark, 2017).
Etanol, en ¢ok kullanilan sivi biyoyakit olup, tarimsal atiklar gibi yenilenebilir
kaynaklardan ve f{irlinlerden {iretilebilmektedir. Nisasta, diisiik maliyetli ve
diinyanin bir¢cok bdlgesinde kolaylikla temin edilebilen bir ham madde olmasi
sebebiyle, biyoetanol iiretiminde en ¢ok tercih edilen substrattir (de Souza ve de

Oliveira e Magalhaes, 2010).
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Nigastanin etanol doniisim prosesi iki asamalidir: Nisastanin amilolitik
mikroorganizma veya glukoamilaz ve a-amilaz gibi enzimler kullanilarak sekere
donistiiriildiigli sakkarifikasyon ve bu asamayi izleyen Saccharomyces cerevisiae
gibi fermantasyon yapan bir mikroorganizmanin sekeri etanole doniistiirdiigii

fermantasyon asamasi (Oner ve ark, 2006: Vaidya ve ark, 2015’ten).

1.7.8. Kagit Hamuru ve Kagit Endiistrisi

Kagit hamuru ve kagit endiistrisinde maliyeti yiliksek olan kimyasal
uygulamalarinin yerine a-amilazlarin kullanimi ile nisasta kaplanmis kagidin
yapisindaki ham nigasta hidrolize edilmektedir (Saini ve ark, 2017). Kaplama
isleminde kullanilan nigasta, kagidin yazim kalitesini iyilestirmek i¢in kagidin
ylizeyini yeterince yumusak hale getirir ve kagidin dayanikliligini arttirir. Ancak
bu uygulama i¢in dogal nisastanin viskozitesi ¢ok yiiksektir. Bu nedenle
mikrobiyal amilazlar kullanilmaktadir (de Souza ve de Oliveira ¢ Magalhaes,

2010).

1.7.9. Deterjan Endiistrisi

Deterjan enzimleri, diinya ¢apindaki enzim {iretiminin yaklagik %4011
olusturmaktadirlar. Bu nedenle deterjan endiistrisi modern endiistriyel
biyoteknolojinin en biiyilk uygulama alarindandir. Enzimlerin deterjanlarda
kullanilmas1 deterjanlarin zorlu lekeleri giderebilme kabiliyetini arttirmakta ve
deterjan1 ¢evre agisindan giivenli hale getirmektedir (Hmidet ve ark, 2008).

Nisastali gida lekelerinin giderimi i¢in c¢amasir deterjanlari, bulagik
deterjanlart ve leke cikaricilarin formiilasyonlarinda en c¢ok tercih edilen
enzimlerden biri a-amilazlardir. Ozellikle alkalin amilaz, enzimatik deterjan
karisimlarinda en ¢ok kullanilan ikinci enzim olup, biitiin sivi deterjanlarm
%90"min formiilasyonunda yer almaktadir. Bu enzimler; meyve, cikolata, yemek

sosu ve kiigiik oligosakkaritler gibi gidalarda yaygin olarak bulunan nisasta
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polimerlerinin  yapisindaki glukozidik baglarin hidrolizini katalizlemektedir

(Vaidya ve ark, 2015).

1.7.10. Nisasta Isleme Tesislerinin Atik Suyunun Aritilmasi

Gida isleme tesislerinden c¢ikan atiklarda yiiksek oranda nisasta kirliligi
bulunmaktadir. Gida isleme atik suyunun biyoteknolojik aritiminda mikrobiyal
amilazlar kullanilmaktadir (Aiyer, 2005)

1.8. Pullulanazlar

Pullulanazlar (EC 3.2.1.41, a-dekstrin 6-glukanohidrolaz), pullulan, nisasta,
B-limit dekstran, amilopektin ve benzer oligosakkaritlerin yapisindaki o-1,6-D-
glukozidik baglar1 hidrolize ederek maltotrioz olusumunu saglayan endo etkili
dallanmig yapilar1 hidrolize eden enzimlerdir (Asha ve ark, 2013). Bakteriler,
mantarlar ve yiiksek bitkiler gibi ¢esitli organizmalardan elde edilmektedirler.

Mikrobiyal pullulanazlar, pullulanin yapisindaki a-1,6 glukozidik baglara
spesifik aktivite gostermeleri, bilyiik Olcekli endiistriyel proseslerde kolaylikla
iiretilebilir oluslar1 ve nispeten diisiikk iiretim maliyetleri nedeniyle ilgi cekici
enzimlerdir. Pullulanaz treticisi Bacillus tirlerinden bazilari, Bacillus
acidopullulyticus, Bacillus deramificans ve Bacillus cereus FDTA-13’tiir (Liu ve
ark, 2016; Asha ve ark, 2013).

Pullulanazlar, substrat spesifitelerine ve reaksiyon iiriinlerine gore beg farkl

kategoriye ayrilmaktadir:

1.8.1. Tip I Pullulanaz (Pullulan a-1,6-glukanohidrolaz, a-dekstrin endo-1,6-
glukanohidrolaz, EC 3.2.1.41)
Pullulan, amilopektin, glukojen, a-limit dekstrin ve B-limit dekstrindeki a-

1,6 glukozidik baglar1 hidrolize ederek maltotrioz ve dogrusal oligosakkaritleri
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olusturan enzimlerdir. Ancak a-glukanlardaki a-1,4 glikozidik baglar1 hidrolize

etmezler (Nisha ve Satyanarayana, 2016).

1.8.2. Tip II Pullulanaz (Amilopullulanaz/a-amilaz-pullulanaz, EC 3.2.1.1/EC
3.2.1.41)

Nisastanin, pullulanin ve limit dekstrinlerin yapisinda bulunan a-1,4 ve a-1,6
glukozidik baglar1 hidrolize eden enzimlerdir. Pullulanin yapisindaki a-1,6
glukozidik baglari hidrolize ederek maltotrioz birimlerini, nisasta, amiloz ve
amilopektinin yapisinda bulunan a-1,4 glukozidik baglar1 hidrolize ederek glukoz
birimlerini agia cikarmaktadir. a-amilaz veya P-amilaz gibi enzimlere ihtiyag
duymadan polisakkaritlerin tamamini basit sekerlere doniistiirebilme kabiliyetinden
dolay1 nisasta isleme endiistrisinde siklikla kullanilan 6nemli bir enzimdir. Her iki
katalitik aktiviteye de sahip olma 06zelligini nedeniyle amilopullulanaz veya o-
amilaz-pullulanaz olarak tanimlanmaktadir (Nisha ve Satyanarayana, 2016; Hii ve

ark, 2012; van der Maarel ve ark, 2002).

1.8.3. Tip I Pullulan Hidrolaz (Neopullulanaz, Pullulan-4-D-glukanohidrolaz,
EC 3.2.1.135)

Pullulanin yapisindaki a-1,4 glukozidik baglari hidrolize ederek panoz (6-O-
a-D-glukozil-maltoz) birimlerinin olusmunu saglamaktadir. Siklodekstrinler
iizerinde oldukga aktiftir. Nisasta ve benzer polisakkaritlerin a-1,4 ve a-1,6
glukozidik baglarini diisiik bir verimlilikle hidrolize edebilmektedir (Hii ve ark,
2012).

1.8.4. Tip II Pullulan Hidrolaz (izopullulanaz, Pullulan-4-glukanohidrolaz,
EC 3.2.1.57)
Pullulanin yapisinda bulunan o-1,4 glukozidik baglar1 hidrolize ederek

izopanoz (6-O-a-maltozil-glukoz) birimlerinin olusumunu saglamaktadir. Panozu

22



1. GIRIS Nihan ARABACI

hidrolize ederek glukoz ve izomaltoz birimlerini meydana  getirir.
Neopullulanazlarin aksine bu enzim, nisastay1 ve dekstrani hidrolize etmez (Hii ve

ark, 2012; van der Maarel ve ark, 2002).

1.8.5. Tip III Pullulan Hidrolaz (EC 3.2.1.-)

Pullulanin yapisindaki o-1,4 ve a-1,6 glukozidik baglar1 hidrolize ederek
maltotrioz, panoz, maltoz ve glukoz birimlerini meydana getirir (Liu ve ark, 2016;
Li ve ark, 2015). Ayn1 zamanda nisastayi, amilozu, amilopektini, glukojeni ve
siklodekstrini maltoz ve maltotrioz birimlerine doniistiirerek aktivite gosterir (Hii
ve ark, 2012; van der Maarel ve ark, 2002).

Tip I pullulanaz, tip II pullulanaz ve tip I pullulan hidrolaz enzimleri,
bakteriler ve arkealar tarafindan {iretilirken, tip II pullulan ve tip II pullulan
hidrolaz, sirasiyla, mantarlar ve hipertermofilik arkealar tarafindan iretilmektedir,

(Sekil 1.3) (Nisha ve Satyanarayana, 2016).

Tip | Pullulan
Tiplve Tipll ogerl %/ Hidroiaz
0{)8{)%{; Pulluianaz

Panoz
s ./
Puliulan Tip Il Pullulan
Maltotrioz 008.0%(‘}/. i
izopanoz

/ Maltoz

o®
0/0-8;{0 {« " iaroaz 2.

Panoz

oo
Maltotrioz

Sekil 1.3. Pullulam1 Hidrolize Eden Enzimlerin Sematik Gosterimi (Bertoldo ve
Antranikian, 2002)
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1.9. Pullulan

Pullulan, o6nceden Pullularia pullulans olarak bilinen Aureobasidium
pullulans mantar1 tarafindan sentezlenen bir ekzopolisakkarittir. Pullulan, suda
¢oziinerek renksiz ve viskoz bir ¢ozelti olusturur ancak etanol, metanol ve aseton
gibi ¢oziiciilerde ¢oziinmez (Nisha ve Satyanarayana, 2016).

Pullulan, o-1,6 glukozidik baglarla baglanmis maltotrioz alt birimlerinden
(Sekil 1.4), a-1,4 glukozidik baglarla baglanmis izopanoz (Sekil 1.5) veya panoz
(Sekil 1.6) alt birimlerinden olusan lineer bir glukoz homopolimeridir. Yapisinda
2:1 oraninda o-l,4-glukan ve o-1,6-glukan baglarin1 icermektedir {-(1,4)-a-D-
glukopranozil-(1,4)-a-D-glukopranozil-(1,6)-a-D-glukopiranozil }(Singh ve ark,
2008).

Maitotrioz Birimi

Sekil 1.4. Tekrarlayan Maltotrioz Birimlerinden Olusan Pullulanin Kimyasal
Yapist (Singh ve ark, 2008)
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Sekil 1.5. Tekrarlayan Panoz Birimlerinden Olusan Pullulanin Kimyasal Yapisi

(Singh ve ark, 2008)

H OHN\T™

izopanoz Birimi

H
H OHoa.i.

Sekil 1.6. Tekrarlayan izopanoz Birimlerinden Olusan Pullulanin Kimyasal Yapisi

(Singh ve ark, 2008)
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Pullulan, nisastanin dallanmig yapilarim1 hidrolize eden enzimlerin
aktivitesinin belirlenmesinde model substrat olarak dnemli bir rol oynamaktadir.
Yapisindaki o-1,6 glukozidik baglar, amilopektinin dallanma noktalarindakilere
benzemektedir. Bu baglanma seklinin pullulanin yapisal esnekliginden ve
¢Oziiniirliglinden sorumlu oldugu, bu ve diger polisakkaritlerde goriilmeyen film
ve lif olusumuna neden oldugu disiiniilmektedir. Pullulan filmleri ve lifleri,
petrolden iiretilen sentetik polimere benzemektedir. Pullulan iiriinleri yenilebilir ve
biyolojik olarak parcalanabilir 6zelliktedir. Pullulan toksik, mutajen ve kanserojen
olmamakla birlikte kokusuz ve tatsizdir. Kuru pullulan, beyaz renkli toz halinde
olup higroskopik degildir. Sicak veya soguk suda kolaylikla ¢oziiniir (Prajapati ve
ark, 2013; Singh ve ark, 2008).

Aragtirmalar, besin olarak alinan pullulanin prebiyotik olarak islev
gordiigiinii ve Dbifidobakterilerin gelisimini destekledigini 6ne siirmektedir.
Pullulan; makarnalarda, pigmis iiriinlerde, i¢eceklerde ve soslarda diisiik viskoziteli
bir dolgu maddesi olarak kullanilabilir. Pullulan ¢ozeltileri, arap zamki benzeri
nispeten diisiik viskoziteye sahip olup, isiya, pH degisimlerine ve ¢ogu metal
iyonuna kars1 kararlidir (Prajapati ve ark, 2013; Leathers, 2003).

Pullulan; gida, ilag, klinik ve saglik hizmetleri endiistrisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Pullulan ve pullulan tiirevleri, yapiskan ve baglayic1 6zellikleri
sayesinde yara iyilestiricilerinin bilesiminde, protez yapistiricilarinda, ilag
kaplamalarinda, agiz bakimi iriinlerinde, losyonlar ve sampuanlar gibi cesitli
kozmetik tirlinlerinde, gida yapistiricilarinda baglayici ve stabilizator olarak, jole
yapiminda, pastacilikta yapistirict olarak, fotografik, litografik (tas baski) ve
elektronik uygulamalarda kullanim alam1 bulmustur (Leathers, 2003). Pullulan;
mekanik dayamiklilik, yapiskanlik, film olusturabilme, enzimatik olarak
parcalanabilme gibi birtakim 6zelliklere sahip olup, insan bagirsagindaki sindirim
enzimlerine dayanikli oldugundan agiz yolu ile alinan ilaclarda tasiyici olarak

kullanilabilir 6zelliktedir (Prajapati ve ark, 2013).
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1.10. Pullulanazlarin Uygulama Alanlar

Pullulanazlar, nisastanin endiistriyel sakkarifikasyonu uygulamalarinda
yaygin olarak kullanilan enzimlerdir. Maltoz, maltotrioz, panoz ve izopanoz seker
suruplarinin tiretimi icin genellikle glukoamilaz, a-amilaz ve B-amilaz ile birlikte
kullanilmaktadir (Orhan, 2012). Bu enzim, endiistriyel nisasta doniistiirme
isleminin toplam reaksiyon siiresini ve maliyeti azaltir. Termostabil
amilopullulanazlar, nisastanin sivilastirilmasi ve sakkarifikasyonu igin oldukca
kullanmighdir. a-amilaz ve glukoamilaz gibi diger amilolitik enzimlerin yerine
kullanildiginda seker iiretim maliyetini diisiirebilir (Duan ve Wu, 2015). Bu
enzimler, ayn1 zamanda ekmek yapiminda bayatlamay1 6nleyici olarak kullanilirlar.
Panozun antikarojenik (dis ciiriiklerini 6nleyici) 6zelligi bulunmakta ve dental
plaklarda kullanilmaktadir (Nisha ve Satyanarayana, 2016). Pullulanazlarin
kullanildig1 baz1 endiistriyel alanlar su sekildedir:

1.10.1. Nisastamin Sakkarifikasyonu

Termofilik pullulanazlarin kullanildigi temel uygulama alani nisastanin
sakkarifikasyon prosesidir. Amilopullulanazlar ve tip III pullulan hidrolazlar, hem
a-1,4 glukozidik baglar1 hem de a-1,6 glukozidik baglar hidrolize ederek kompleks
polisakkaritleri daha basit formlara doniistiirebilmektedir. Pullulanazin kullanimi,
glukoz verimini %94 arttirir. Nisasta molekiillerinin amilaz ve pullulanaz enzimleri
tarafindan hidrolizi sonucu glukoz, maltoz ve maltotriozdan olusan bir karisim
meydana gelir. Sivi haldeki bu karisim, glukoz surubudur. Glukoz surubu, daha
sonra glukoz izomeraz enzimi ile fruktoza donistiiriilerek fruktoz surubu elde
edilir. Gidalarda tatlandirici olarak da bu fruktoz surubu tercih edilir (Nisha ve
Satyanarayana, 2016; Hii ve ark, 2012).
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1.10.2. Maltoz ve Maltotrioz Surubu Uretimi

Pullulanaz enziminin pullulan1 hidrolize etmesi sonucu iretilirler. Yiiksek
maltozlu suruplar hafif tatliliga, diisiik viskoziteye, diisliik oranda higroskopiklige
ve termal stabiliteye sahiptir. Sekerleme ve dondurma gibi gida alanindaki bir¢ok
uygulamada kullanim i¢in olduk¢a uygundur. Son yillarda, ila¢ endiistrisinde
intravendz beslenme icin D-glukoz yerine kan glukoz diizeyini ylikseltmeyen
maltoz kullanilmaktadir. Saf maltoz maltitol ve kristalin maltitol iiretimi i¢in de
kullanilabilir (Nisha ve Satyanarayana, 2013).

Maltotrioz surubu diisitk donma noktasina ve hafif tatliliga sahiptir, nem
tutar ve yiyeceklerde nisastanin retrogradasyonunu (kristallesmesini) 6nler. Maltoz
suruplari, glukoz suruplar1 ve siikroza kiyasla, daha az renk olusturma, yiiksek 1s1
stabilitesine sahip olma, diisiik viskoziteli ¢ozelti olusturma, yiiksek oranda
fermente edilebilirlik gibi birgok ozellige sahiptir. Gida endistrisinde tath
yapiminda ve bira iiretiminde, ilag ensiitrisinde ise intravendz beslenmede

kullanmaktadir (Singh ve ark, 2010).

1.10.3. Panoz ve izopanoz iceren Suruplarin Hazirlanmasi
Panoz ve izopanoz iceren seker suruplari, intestinal Bifidobacterium ve
Lactobacillus tiirlerinin proliferasyon ajanlari olarak islev goriir. Bunlar diyet

takviyesi gidalar olarak kullanilirlar (Nisha ve Satyanarayana, 2016).

1.10.4. Firincihk

Bayatlama, ¢oziinmiis nisastadaki amilopektinin retrogradasyonu sonucu
meydana gelmekte olup, firincilik alanindaki en biiyilik sorundur. Kirint1 sertliginin
artisl, ekmegin gevrekliginin azalmasi, nem kaybi1 ve ekmek lezzetinin azalmasi
gibi bayatlama etkileri, tiriin kalitesinin bozulmasina neden olmaktadir (van der

Maarel ve ark, 2002). Bu problem, kimyasal islemlerle halledilebilir olmasina
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ragmen, artik tiiketicilerin dogal iiriinlere olan talebi sebebiyle enzimatik iglemler
daha ¢ok tercih edilmektedir.

Amilopektin zincirinin kisaltilmasiyla bayatlama siireci geciktirilebilir. o-
amilaz, ekmek yapiminda kullanildiginda dallanmis maltodekstrinler iiretilmekte
ve bu yapilar ekmegin yapiskan bir yapt kazanmasina neden olmaktadir. Dallanmis
yapilart hidrolize eden enzimlerden olan amilopullulanaz ve pullulanaz (o-amilaz
ile birlikte), dallanmis maltodekstrinleri hidrolize ederek unlu mamullerde
yapigkan yapinin olusumunu engeller. Amilopullulanazlar, bayatlamay1 6nleyici
enzimatik muamelede 6nemli bir rol oynamakta ve pismis mamullerin raf dmriinii

uzatmaktadir (Nisha ve Satyanarayana, 2016).

1.10.5. Deterjan Endiistrisi

Alkali pullulanazlar, alkali kosullar altinda nisastali lekelerin giderimi igin
bulagik ve c¢amasir deterjanlarinin formiilasyonlarinda katki maddesi olarak
kullanilmaktadir. Bu enzimler, alkali a-amilazlar ile birlikte kullanildiginda
deterjanin yikama performansi artmaktadir (Asha ve ark, 2013). Nisastadaki hem
a-1,4 glukozidik hem de «o-1,6 glukozidik baglart hidrolize eden
amilopullulanazlar, deterjan endiistrisi i¢in olduk¢a 6nemli enzimlerdir (Hii ve ark,

2012).
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1.11. Calismanin Amaci

Bu caligmada, farkli bolgelerden alinan toprak Orneklerinden, amilaz ve
pullulanaz iireticisi notral ve asidik Bacillus sp. suslarinin izolasyonu, suslarin
molekiiler diizeyde tanimlanmasi, suslardan amilaz ve pullulanaz enzimlerinin elde
edilmesi, enzimlerin farkli parametreler agisindan karakterize edilerek
ozelliklerinin  belirlenmesi, biyoteknolojik ve endiistriyel uygulamalardaki

kullanilabilirliklerinin arastirilmasi amaglanmustir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Al-Johani ve ark (2017), Suudi Arabistan’in Gazan Ilinin bolgesel sicak su
kaynaklarindan termofilik amilaz iireticisi bakteri izole etmislerdir. Susun 16S
rRNA filogenetik analizi sonucunda, Bacillus subtilis ile ayni1 sekansa sahip
oldugunu saptamislardir. B. subtilis in maksimum amilaz tiretimini %0.5 nisasta ve
10 g/L pepton igeren pH’1 8.5 olan besi yerinde, 45°C’de 48 saatlik inkiibasyon
sonunda gergeklestirdigini bildirmislerdir.

Paul ve ark (2017), Bacillus sp. MB6 susu ile yaptiklar1 ¢alismada susun
amilaz enzimi tiretimini gerceklestirdigi inkiibasyon kosullarini pH 6.0, 37°C ve 48
saat olarak belirlenmislerdir. Sustan elde ettikleri amilaz enziminin optimum
aktivite kosullar1 pH 6.0 ve 55°C’dir ve enzimin aktivitesi i¢in en uygun reaksiyon
siiresi 30 dakika olarak belirlenmistir.

Pereire ve ark (2017), arastirmalarinda Cryptococcus flavus’tan elde ettikleri
a-amilaz enzimini kromatografi (Q-Sepharose) ve jel filtrasyonuyla (Sephacryl S-
100) saflagtirmiglardir. SDS-PAGE analizi ile enzimin molekiiler agirliginin 67
kDa oldugunu belirlemislerdir. Immobilize enzimin optimum aktivite gdsterdigi
pH 4.5, optimum sicaklik ise 50°C bulunmustur. immobilize enzimin optimum
sicakliginin serbest enzimin optimum sicakligi ile ayni oldugunu belirtmislerdir. a-
amilaz enziminin nisastayl hidrolize etmesiyle reaksiyon iriinii olarak maltoz,
maltotrioz ve maltotetroz a¢iga ¢ikmuistir.

Simair ve ark (2017), termofilik Bacillus sp. BCC 01-50 susunun o-amilaz
enzimini iretmesi i¢in fermentasyon kosullarinin optimizasyonunu ve amilazin
karakterizasyonunu c¢aligmiglardir. Besi yerinde bakteriyel gelisimin ve amilaz
iiretiminin 60 saatlik inkiibasyon sonunda gergeklestigini saptamislardir. Enzim
iiretimi sirasinda besi yeri bilesenleri, sicaklik, pH, calkalama hizi ve inokulum
miktar1 optimize edilmistir. En yiliksek enzim sentezi susun seker kamisi besi

yerinde, 60 saatlik inkiibasyon sonunda, 150 rpm ¢alkalama hizinda, 50°C’de ve
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pH 8.0 kosullarinda gergeklesmistir. Ham amilaz pH 9.0’da ve 65°C’de maksimal
aktivite gostermistir. Enzim, pH 9.0-10.0 ve 60-70°C araliginda stabilitesini
korumustur. Ham enzimin deterjan endiistrisi ve nisastali materyallarin
sakkarifikasyonu ile ilgili uygulamalarda yiiksek kullanim potansiyeline sahip
oldugu gosterilmistir.

Zhang ve ark (2016), Anoxybacillus sp. YIM 342 susundan ekstraseliiler
termofilik a-amilaz (1,4-a-D-glukanohidrolaz, EC 3.2.1.1) enzimini elde ederek
Once ultrafiltrasyon, daha sonra amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve diyaliz ile kismi
olarak saflagtirmislardir. Saflastirilmis a-amilazin molekiiler agirligt SDS-PAGE
ile 68 kDa olarak belirlemislerdir. Enzimin optimum aktivite sicakligini 80°C ve
pH’m1 9.0 olarak bulmuslardir. Enzimin amiloz ve amilopektini ytliksek oranlarda
hidrolize etmesinden dolay1 nisastanin sivilastiritlmasi uygulamalarinda énemli bir
potansiyele sahip olacagii bildirmislerdir. Coziiniir nisastayr glukoz, maltoz ve
maltotrioza kadar hidrolize eden enzimin, biyoyakit endiistrisi ile ilgili uygulamalar
icin kullanilabilir 6zellikte oldugunu bildirmiglerdir.

Parashar ve Satyanarayana (2016), E. coli ve P. pastoris klonlama
kombinasyonunu kullanarak, Bacillus acidicola TSAS1 susuna ait ekstraseliiler
asit-stabil a-amilaz (Ba-amy) enzimini rekombinant olarak tretmislerdir. P.
pastoris’te eksprese edilen saf Ba-amy enziminin, glukoprotein yapisinda,
optimum aktivitesini pH 4.0’te ve 60°C’de gosteren, 66 kDa biiyiikliikte bir
molekiil oldugu belirtmislerdir. Enzim nigastay1 maltoz (%30), maltotrioz (%20) ve
diger maltooligosakkaritleri meydana getirecek sekilde hidrolize etmistir. Bu
Ozellikleri nedeniyle, enzimin firmcilikta bayatlamay1 Onleyici olarak kullanilma
potansiyeline sahip oldugumu belirlemiglerdir.

Song ve ark (2016), derin deniz bakterisi olan Luteimonas abyssi XHO31T
susundan elde ettikleri yiiksek aktiviteli alkalifilik alfa-amilaz (LaaA) enzimi ile
ilgili bolgeyi klonlayarak Escherichia coli BL21 susunda eksprese etmislerdir.

Enzimin optimum aktivitesi pH 9.0’da 8881 U/mg olarak belirlenmistir. Enzimin
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pH 6.0-11.0 araliginda ve 45°C’den daha diisiik sicakliklarda da aktivitesini
korudugu bildirilmistir (10°C’de %38 kalan aktivite). Ayrica, 1 mM Na*, K* ve
Mn*? iyonlarinin LaaA enziminin aktivitesini artirdigi bulunmustur. Bu sonuglar,
LaaA enziminin, deterjan endiistrisinde kullanilabilecek potansiyele sahip, alkali-
tolerant ve yiiksek aktiviteli bir enzim oldugunu gostermektedir.

Wang ve ark (2016), izole ettikleri amilaz iireticisi WangL.B susunun 16S
rDNA analizine gore Bacillus cinsine ait oldugunu bildirmislerdir. Susun amilaz
enzimini tirettigi kosullar1 optimize ettiklerinde, en yiiksek {iretimin 35°C’de, pH
10.0°da, %1 (v/v) inokulum miktarinda, 20 g/L nisasta ve %0.1 pepton iceren sivi
besi yerindeki 48 saatlik inkiibasyon sonucunda elde edildigini bulmuslardir. Bu
kosullarda iiretilen enzimin spesifik aktivitesi 26.670 £ 1390 U/mL olarak
hesaplanmistir. Enzimin molekiiler agirligint SDS-PAGE analizinde 55 kD,
optimum aktivite sicakligini 55°C ve optimum pH degerini 9.0 olarak
bulmuslardir. Enzimin genis sicaklik (50-85°C) ve pH (3-10) araliklarinda oldukga
yiiksek aktivite gosterdigini bildirmislerdir.

Nithya ve ark (2016), palmiye agaglarinin ekili oldugu alanlardan aldiklar1 5
toprak orneginden toplamda 56 bakteri susu izole etmis ve bu suslarin amilaz
sentezleme yeteneklerini belirlemiglerdir. Toplamda 24 izolatin amilaz aktivitesine
sahip oldugunu gormiislerdir. Bu suslardan, KSU-6 izolati maksimum amilaz
enzim dretimi (37.52 U/mL) gergeklestirmistir ve izolat Bacillus licheniformis
KSU-6 olarak tanimlanmigtir. Arastirmacilar, gergeklestirdikleri enzim {retim
optimizasyonu ¢alismalarinda, %0.2 (v/v) nisasta, %5 (w/v) pepton ve %0.3 (v/v)
malt ekstrakt1 igeren ve pH’1 10.0 olan besi yerine %2 (v/v) organizma asilamasi
yaptiklarinda, 50°C’deki 44 saatlik inkiibasyon sonucunda en yiiksek iiretim
degerine ulastiklarini bildirmislerdir. Kismi saflagtirma ile elde edilen amilaz
enziminin, pH 12.0 ve 80°C’de, 1-2 M tuz ve 10 mM konsantrasyondaki farkli
deterjanlar kullanildiginda stabil kaldigim1 bulmuslardir. Bacillus licheniformis

KSU-6 susundan iiretilen amilazin alkali ve termostabil karakterde bir enzim olup,

33



2. ONCEKI CALISMALAR Nihan ARABACI

nisastanin sivilagtirilmasi ve deterjan endiistrilerinde kullanilabilecek o6zelliklere
sahip oldugunu bildirmislerdir.

Zhou ve ark (2015), derin deniz sedimentlerinden izole ettikleri
Flammeovirga pacificai susundan termostabil oOzellikteki a-amilaz (Amy16)
enzimini elde etmislerdir. Enzim {iretimi i¢in Escherichia coli’ye klonlama
yapilarak heterolog ekspresyon ile elde edilen rekombinant amilaz enzimi, nikel
(Ni*) afinite kolonu ile saflagtirilmistir. Rekombinant Amy16 enziminin, 50°C’de
oldukca aktif oldugu, 60°C’de 20 dakikalik inkiibasyondan sonra baslangic
aktivitesinin %81’inden fazlasin1 korudugu bulunmustur. Amy16 amilaz enziminin
optimal aktivitesini pH 6.5’de gostermekle birlikte alkali kosullara toleransinin
yliksek oldugu saptanmustir. Mg, Sr*?, Na® ve K*’nin diigiik konsantrasyonlari
Amyl6 enziminin aktivitesini bir miktar arttirmistir. ince tabaka kromatografisi
analizi sonucglari, Amy16 enziminin nisastayi, zamana bagli bir sekilde, maltoza
kadar hidrolize ettigini, enzimin siv1 tip hidrolizde etkili bir endoenzim oldugunu
bildirmiglerdir. Bu sonuglara goére, enzimin deterjan formiilasyonunda kullanima
uygun olabilecegi belirtilmistir.

Liu ve ark (2015), soya sosundan amilaz enzimi lreticisi Bacillus subtilis
ZJ-1 susunu izole etmislerdir. Bu sustan elde edilen a-amilazin spesifik aktivitesi
542.7 U/mg protein olarak belirlenmistir. Enzimin molekiiler agirligi 58 kD olarak
bulunmustur. Enzim maksimum aktivitesini pH 5.0’te ve 50°C’de gostermistir.
Enzim 40°C’de baslangi¢ aktivitesini %89.4 + 3.0 diizeyinde korumustur. Enzim
aktivitesini, 5 mM CaCl, varliginda, 40°C’deki 60 dakikalik inkiibasyondan sonra
pH 4.0 ve 5.0’te, swrasiyla, %87.7 + 3.7 ve %63.4 £+ 2.9 oranlarinda korumustur.
Amilaz enzimine ait bu 6zellikler, enzimin tavuk sindirim sistemi kosullarinda (pH
3.5-7.0, 40°C) aktivite gosterebilecegini ve bu alanda kullanilmasi durumunda
nisastay1 yiiksek diizeyde hidrolize edebilme potansiyeline sahip olabilecegini
desteklemektedir. Enzim 80°C’de 5 dakika inkiibe edildiginde orijinal aktivitesini

%78.4 + 3.6 oraninda korudugu bulunmustur. Bu 6zellikler enzimin hayvan yemi
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(6zellikle tavuk yemi) {iretiminde kullamm potansiyeline sahip oldugunu
gostermektedir.

Dawood ve ark (2015), SUDK1, SUDK2, SUDK4 ve SUDO kodlu Bacillus
licheniformis izolatlarindan elde ettikleri ekstraseliiler amilaz enzimlerinin {iretimi,
saflastirilmas1 ve kismi karakterizasyonu ile ilgili calismalar gerceklestirmislerdir.
Ekstrakte edilen enzimler, DEAD Sephadex A-25 jel filtrasyonuyla kismi olarak
saflastirilmistir. Bu enzimlerin aktivitesi (83.343-121.755 U/mg protein), ham
enzimlerle kiyaslandiginda (4.626-7.250 U/mg protein) yaklasik olarak 16.8-18.3
kat daha yiiksek bulunmustur. Enzimatik reaksiyon {riinleri ince tabaka
kromatografisi kullanilarak belirlenmistir. Kromatografi sonucunda elde dilen
verilere gore, amilaz enzimleri nisastay1 hidrolize ederek, maltoz ve c¢esitli
maltooligosakkaritler meydana getirmiglerdir ve bu enzimler a-amilaz olarak
tanimlanmiglardir. Enzimlerin optimum aktivitesi 60-70°C araliginda elde
edilirken, 90°C’ye kadar %30-50 oraninda kalan aktivite degeri 6l¢iilmiistiir. Tim
enzimler optimum aktivitelerini pH 7.0’de gostermekle birlikte, pH 6.0-9.0
araliginda stabiliteye sahiptirler. izole edilen a-amilaz enzimlerinin genis sicaklik
ve pH araliklarinda stabilitelerini korumalari, enzimlerin gida, yem, tekstil ve
bir¢ok endiistriyel uygulama i¢in potansiyel adaylar olduklarini géstermektedir.

Emtenania ve ark (2015), Bacillus subtilis DR8806’ten elde ettikleri
ekstraseliiler a-amilaz genini pET28a (+) vektoriine klonlayarak Escherichia coli
BL21 (DE3) susunda eksprese etmislerdir. Rekombinant enzimin molekiiler
agirhigr 76 kDa olarak bulunmustur. Enzim optimum aktivitesini pH 5.0’te ve
70°C’de gostermekle birlikte, pH 4.0-9.0 ve 45-75°C araliginda oldukga stabildir.
[zole edilen o-amilazin aktivitesi Na*, K* ve Ca*? iyonlar1 varhiginda artarken, Zn*?,
Pb** ve Hg*™ iyonlariyla inhibe olmustur. Rekombinant o-amilaz enzimi, SDS ve
CTAB gibi deterjanlarin bulundugu kosullarda yiiksek diizeyde stabil kalmistir.
Reaksiyon ortamindaki organik c¢oziiciiler a-amilaz aktivitesini arttirmustir. TLC

analizinde nisastanin maltotrioz ve maltoza hidrolize oldugu saptanmistir.
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Rekombinant a-amilaz enziminin 6zellikleri enzimi endiistriyel kullanimlar igin
potansiyel aday yapmaktadir.

Singh ve ark (2014), Streptomyces sp. MSC702 susundan elde ettikleri o-
amilaz1  kismi  olarak  saflagtirdiktan  sonra  enzimin  biyokimyasal
karakterizasyonunu yapmigslardir. Enzimin optimum pH, sicaklik ve inkiibasyon
stiresini, sirastyla, 5.0, 55°C ve 30 dakika olarak belirlemislerdir. Ekstraseliiler
ekstrakt amonyumsiilfat presipitasyonuyla konsantre edilmistir. Enzim, 5 mM K,
Co* ve Mo*? iyonlarinda stabilitesini korurken, Pb*2, Mn*2, Mg*?, Cu*?, Zn*?, Ba*?,
Ca*, Hg*, Sn™, Cr*® ve AI® iyonlarina maruz kaldiginda aktivitesinin inhibe
oldugu bulunmustur. Enzim aktivitesinin %1 Triton X-100, %1 Tween 80, 5 mM
sodyum lauril siilfate, %1 gliserol, 5 mM EDTA ve 5 mM iire i¢ceren ortamlarda
stabilitesini kaybetmistir. Enzim 60°C’de ve pH 5.0’te, maksimum aktivite
gostermistir. Elde edilen a-amilaz enzimi, 60°C’de ve pH 7.0’de, 1 saat siireyle,
sirastyla, %100 ve %34.18 oranlarinda stabil kalmistir. Yapilan analizler sonunda
elde edilen veriler enzimin endiistriyel kullanima uygun oldugunu géstermistir.

Chanda ve ark (2014), Bacillus sp. KR-8104 susundan a-amilaz enzimi elde
etmisler ve pamuklu kumagin hasillama isleminde kullanilabilirligi agisindan
denemislerdir. Optimum enzim iiretimini, 45°C’de, pH’s1 5.0 olan ve azot kaynagi
olarak soya tozu ile tavuk diskisi igeren ve pH’1 6.0 olan ve azot kaynagi olarak et
tozu ile tavuk digkist igceren besiyerlerinde gerceklestirmislerdir. Optimum
hasillama kosullar1 40-45°C, pH 5.0-6.0 ve 10 saat olarak tespit edilmistir.

Aygan ve ark (2014), meyve bahcesinden alinan topraklardan Bacillus
subtilis A10 susunu izole etmis ve amilaz sentezinin pH 7.0-11.0 araliginda,
optimum 37°C’de gergeklestigini belirlemislerdir. SDS-PAGE analizi sonunda
enzimin molekiiler agirhigmin tek banttan olustugu ve 46.9 kDa oldugu
bulunmustur. Enzim optimum aktivitesini pH 8.5’te ve 45°C’de gostermistir.
Amilaz enziminin termal stabilitesinin 20-50°C araliginda ve 30 dakikalik

inkiibasyon sonunda %89.5 oldugu bulunmustur. Enzimin pH stabilitesi, pH 7.0-
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10.0 araliginda ve 15 dakikalik inkiibasyon sonunda ortalama %84.9’dur. Enzim
SDS ve EDTA ile reaksiyona girdiginde aktivitesini, sirasiyla, %48.4 ve %75.9
korumustur. Na,SOs ve [-Merkaptoetanol enzim aktivitesini etkilememistir.
Alkalifilik amilaz enziminin atik kagit, nisasta ve biyoetanol endiistrilerinde
kullanilabilirlik agisindan uygun 6zelliklere sahip oldugu bildirilmistir.

Asoodeh ve ark (2014), Bacillus sp. DR90 susundan o-amilaz genini izole
ederek pET28a (+) vektoriine aktarmislardir ve Escherichia coli BL21 (DE3)
susunda eksprese etmislerdir. Rekombinant enzimin molekiiler agirligi SDS-PAGE
ile 76 kDa olarak bulunmustur. Enzim, optimal aktivitesini pH 4.0’te ve 75°C’de
gostermekle birlikte, genis pH ve sicaklik araliginda aktiviteye sahiptir. Amilaz
aktivitesi kalsiyum iyonlar1 varliginda artmamistir. Enzim, SDS, tire ve EDTA’ya
karsi iyi derecede stabiliteye sahip olmasinin yani sira, cesitli kati ve sivi
deterjanlarla da olduk¢a uyumluluk gostermistir. Tim bu o6zellikleriyle enzimin
gida ve deterjan endiistrileri ign uygun bir aday oldugu goriilmiistiir.

Kalpana ve Pandian (2014), Palk Korfezi’nin sedimentlerinden izole ettikleri
halotolerant Bacillus subtilis S8-18 susundan elde ettikleri a-amilaz enziminin
karakterizasyonu yapmuslardir. Elektroforetik analize gore, enzim 57 kDa
molekiiler agirliga sahip bir monomerdir. Enzim optimum aktivitesini 60°C’de ve
pH 6.0’da gostermistir. pH 4.0-12.0 araliginda 24 saat siireyle %84-94 aktiviteye
sahiptir. Enzim 24 saatten sonunda aktivitesini %72 oraninda koruyarak %28’lik
NaCl konsantrasyonuna tolerans gostermistir. a-amilaz enzimi, divalent metal
iyonlarmin 1 mM’lik konsantrasyonunda aktivitesini minimum %93 oraninda
korumustur. S8-18 a-amilaz 1 mM EDTA’dan etkilenmemistir ve 5 mM EDTA
konsantrasyonunda aktivitesinin = %96’sim1  korumustur. Enzim %1 SDS
konsantrasyonunda aktivitesinin %68’ini korumustur. %1 TritonX-100 ve Tween
80 ile %85 kalan aktivite degerine sahiptir.

Kumari ve ark (2013), Bacillus cereus MTCC 10205 susundan elde ettikleri

amilaz enziminin SDS-PAGE analizinde molekiiler agirligin 55 kDa olan bir bant
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elde etmislerdir. Saflastirilan enzim optimum aktivitesini 55°C’de ve pH 5.5’te
gostermistir. Enzim, yiiksek sicakliklardaki 90 dakikalik inkiibasyondan sonra
orjinal aktivitesini %72 korumustur. Buna karsilik, 60°C’de 90 dakikalik
inkiibasyondan sonra tamamen inaktif olmustur. Enzim 4°C’de 5 giine kadar
oldukca stabil kalirken, aktivitesinin %10’unu kaybettigi goriilmiistiir. Buna
karsilik, 35°C’de 3 giin sonunda aktivitesinin %28’ini kaybettigi belirlenmistir.
Yapilan inhibisyon c¢aligmalari, enzimin aktif bdlgesinde SH gruplarini icerdigini
aciga cikarmistir.

Sharma ve Satyanarayana (2013a), asidofilik bakteri Bacillus acidicola’dan
izole ettikleri ve nisastanin sakkarifikasyon proseslerine oldukca uygun olan asidik
amilaz (BAamy) enzimi ile ¢alismislardir. Enzimin optimum aktivite gosterdigi
sicaklik 60°C ve pH 4.0 olarak bulunmustur.

Sharma ve Satyanarayana (2013b), Bacillus acidicola bakterisinden elde
edip saflastirdiklar asidik a-amilaz enziminin molekiiler agirligin1 66.0 kDa olarak
hesaplamiglardir. Enzim optimum aktivitesini pH 4.0te ve 60°C’de
gostermektedir. Tween 20, 40 ve 80 enzim aktivitesini arttirirken, SDS ve Triton
X-100tn diisiik konsantrasyonlar1 bile enzimi inhibe etmistir. EDTA, pB-
merkaptoetanol enzim ektivitesi lizerinde disiik oranda inhibitorik etki
gostermistir. PMSF ve Hg*? enzim aktivitesini inhibe etmistir. Farkli sicakliklarda
yapilan termodinamik c¢aligmalarina gére enzim termostabil Ozelliktedir. Enzim
ham nisastay1 hidrolize etme yeteneginde olup, nisastanin jelatinizasyonu igin
gerekli olan 105°C’lik alt jelatinizasyon sicaklig1 i¢in uygun 6zelliktedir.

Ozturk ve ark (2013), Tiirkiye’deki kaplicalardan elde ettikleri 597 adet
bakteri izolatinin ekstraseliiler a-amilaz {iretme kabiliyetlerine bakmislardir.
Bunlarin arasindan, yiiksek miktarda enzim iireten Bacillus subtilis A28 izolatim
se¢misler ve bu susun a-amilaz genini Escherichia coli’ye klonlamiglardir. Enzim
optimum aktivitesini 70°C’de ve pH 6.0’da gdstermistir ve pH 4.5-7.0 araliginda
oldukca yiiksek aktiviteye sahiptir. Amy28 a-amilaz, 50°C’de 90 dakika inkiibe
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edildikten sonra aktivitesinin %100’iinii korumustur. Co*?, Cu*?, Fe*?, Fe**, Ni*? ve
7Zn*? enzim aktivisinde énemli oranda inhibisyona neden olurken, Na*, Mg*?, Li*
ve Ba™? enzim aktivitesini etkilememigtir. 10 mM EDTA ile muamele edilen
enzimin aktivitesi %70’in tlizerinde inhibe olmustur. Diger amilazlar igin yiiksek
sicaklik stabilizatérii olarak bilinen Ca* iyonlari, Amy28 enziminin aktivitesini
stimule etmemistir. pH ve sicaklik stabilitesi verilerine gore, Amy28 a-amilaz,
nisastanin islenmesinde, mayalama ve gida endiistrilerinde kullanima uygun bir
enzimdir.

Deb ve ark (2013), Bacillus amyloliquefaciens P-001 susundan elde ettikleri
ekstraseliiler amilaz enziminin kismi karakterizasyonunu yapmislardir. Maksimum
enzim iiretimi, %1 (v/v) bakteri inokiilasyonu sonucunda pH 9.0’da, 42°C’de, 150
rpm calkalama yapilarak 48 saatlik inkiibasyon kosullarinda elde edilmistir. Ham
amilazin optimum aktivite verimi 40 dakikalik inkiibasyon sonunda pH 6.5’te ve
60°C’de elde edilmistir. Enzim 50°C’de 30 dakikalik 6n inkiibasyondan sonra
orijinal aktivitesini %73 korumustur. Enzimin aktivitesi Ca*? ile artarken
(%146.25), Mn*2, Zn*?* ve Cu*? enzim aktivitesini inhibe etmistir. Mg*> ve Fe*?
enzim aktivitesini ¢ok az miktarda etkilemistir.

Roy ve Mukherjee (2013), Kuzeydogu Hindistan’in Assam bdolgesinden
aldiklar1 toprak orneklerinden elde ettikleri alkalofilik bakteri susu molekiiler
tanimlama sonucunda Bacillus licheniformis ASOSE olarak adlandirilmigtir. Sus, a-
amilaz enzimini pH 12.5’te sentezlemistir. Elde edilen amilazin molekiiler agirlig
yaklagik 55 kDa olarak belirlenmistir. Saflastirilan enzim optimum aktivitesini pH
10.0’da ve 80°C’de gostermistir. Cesitli surfaktanlardan, organik ¢oziiciilerden ve
ticari ¢amasir deterjanlarindan etkilenmeyen o-amilazin, nisasta ile reaksiyonu
sonucunda meydana gelen reaksiyon triinleri TLC sisteminde analiz edilerek son
iriiniin maltoz oldugu belirlenmistir. Bu enzimin ozellikleri, enzimin gida ve

deterjan endiistrileri i¢in uygun oldugunu gostermektedir.
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Li ve ark (2013a), Bacillus lentus INU3 susundan elde ettikleri izoamilaz
genini Pichia pastoris’e klonlayarak eksprese etmiglerdir. Saflastirilan rekombinant
enzimin molekiiler agirlig1 90 kDa, optimal aktivite sicakligi 70°C, optimum pH
degeri 6.5 olarak bulunmustur. Enzim 30-70°C araliginda yiiksek diizeyde stabilite
gostermistir ve bu o6zellikleri agisindan nisastanin hidroliz islemleri i¢in uygun bir
enzim oldugu belirlenmistir.

Abdel-Fattah ve ark (2013), termotolerant B. licheniformis AlI20 izolatindan
o-amilaz enzimi iiretmek icin %1 nisasta, %0.75 maya o6ziitii ve %0.02 CaCl,
iceren besi yerini kullanmiglardir. Enzimin sipesifik aktivitesi 384 U/mL,
molekiiler agirlig1 ise 55 kDa bulunmustur. a-amilazin aktivite gosterdigi optimal
sicaklik ve pH degerleri, sirastyla, 60-80°C ve 6-7.5’tir. Enzim ¢esitli ¢oziiciilere
kars1 oldukga iyi bir stabiliteye sahiptir. Enzim aktivitesi SDS, EDTA ve EGTA
gibi deterjan ve selatorlerden diisiik diizeyde etkilenmistir. Buna karsilik, 0.1 mM
konsantrasyonda iki degerlikli metal iyonlarina karst %100 stabilite gostermis, 10
mM Cu*? ve Zn™ ise enzim aktivitesini, sirasiyla, %25 ve %55 oraninda
diistirmistir.

Li ve ark (2013b), yeni izole ettikleri termofilik Bacillus sp. CICIM 304
susundan yeni termostabil izoamilaz (IAM) enzimini saflastirmiglardir.
Saflagtirilan monomerik proteinin  molekiiller agirligt 100 kDa olarak
hesaplanmigtir. Enzimin optimal aktivitesi 70°C’de ve pH 6.0’da gerceklesmekle
birlikte, enzim 30-70°C ve pH 5.5-9.0 araliklarinda oldukga iyi stabiliteye sahiptir.
Bu ozellikleri gosteren ve yeni tamimlanan izoamilaz enzimi, endiistriyel nisasta
doniisiim proseslerinde kullanilabilir.

Samie ve ark (2012), hiper asidofil ve termostabil Micrococcus sp. NS 211
(M.Amy NS 211) susundan amilaz enzimi izole etmislerdir. izolasyon sirasinda
bakteriyi nisastali agarda ve 85°C’de inkiibe etmislerdir. M.Amy NS 211 amilaz
enziminin, 70-110°C ve pH 1.2-8.0 araliginda aktiviteye sahip oldugu, optimum
aktivite gosterdigi sicaklik degerinin 85°C ve pH degerinin 3.5 oldugu
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belirlenmistir. SDS-PAGE analizine gore enzim 84 kDa molekiiler agirliginda tek
bir amilolitik aktivite bandina sahiptir. Enzim, 5 mM MnCl, CaCl,, FeCl, MgCl,,
ZnCl,, NiCl, NaCl ve Na-siilfatta, sirasiyla, %298, 347, 211, 253, 146, 142, 141 ve
153 aktivite gostermistir. Buna karsilik, 5 mM EDTA, 3 mM PMSF, 8 M iire ve
%1 SDS ile muamele edildiginde enzimin aktivitesi, sirasiyla, %143, %134, %43
ve %119 inhibe olmustur. M.Amy NS 211 enziminin ¢amasir deterjanlarinda,
tekstilde, ekstrem sicaklik ve asidik kosullarda faaliyet gosteren endiistriyel
proseslerdee uygulanabilir 6zellikte oldugu belirlenmistir.

Bai ve ark (2012), termoasidofilik Alicyclobacillus sp. A4 susundan iyon
degisim kromatografisiyle saflastirdiklar1 asidik o-amilaz enziminin molekiiler
agirhigimi SDS-PAGE ile 64 kDa olarak belirlenmistir. Enzimin optimum aktivite
sicaklik ve pH degeri 75°C ve pH 4.2°de elde edilmistir. Bu ozellikler dikkate
alindiginda izolee edilen o-amilaz enzimin nigasta endiistrisinde ticari olarak
kullanilabilecegi degerlendirilmistir.

Vijayalakshmi ve ark (2012), Euphorbia hirta (Siitlegen) bitkisinin rizosfer
topragindan izole ettikleri o-amilaz iireticisi bakteri susu ile ¢alismuslardir. Izole
edilen sus, gram pozitif, hareketli, cubuk seklinde, terminal endosporludur. 16S
rRNA gen sekansi temel alinarak ¢izilen filogenetik agaca gore Bacillus subtilis
iyelerine yakinlik gosterdigi belirlenen sus, Bacillus subtilis KC3 olarak
tanimlanmugtir. Optimizasyon igin inkiibasyon siiresi, sicaklik, pH, besi yerindeki
farkli karbon ve nitrojen kaynaklari, metal tuzlarinin etkisi ve farkli substrat
konsantrasyonlar1 gibi parametreler kullanilmistir. Maksimum enzim verimi 40°C
ve pH 7’de 48 saaatlik inkiibasyon sonunda elde edilmistir (22.92 U/mL). Enzim
optimum aktivitesini 50°C’de ve pH 6.5’da gostermistir. Cesitli metal iyonlarinin
(Ca*?, Fe*?, Mg*, Zn** ve Cu*?) amilolitik aktivite {izerine etkisi arastirilmis ve
%0.1 Ca*un enzim iretimini arttirdigi (28.83 U/mL), buna karsin diger metal
iyonlarimin inhibitorik etki gosterdigi bulunmustur. En yiiksek enzim degeri %2

substrat (nisasta) konsantrasyonunda elde edilmistir.
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Bakri ve ark (2012), Suriye topraklarindan aldiklar1 &rneklerden amilaz
iireten bakteriler izole etmistir. Amilolitik Bacillus sp. 6rnekleri nisastali agar besi
yerinde izole edilmistir. izole edilen &rnekler arasinda Bacillus SY 134D susu en iyi
amilolitik aktiviteyi gostermistir. Bacillus SY134D izolati 16S analizine gore
Bacillus subtilis olarak tanimlanmistir. Susun amilaz {iretimi i¢in optimum sicaklik
37°C olarak bulunmustur. Amilaz iiretimi pH 3.0-9.0 aralifinda gergeklesmekle
birlikte optimum verimlilige pH 5.0’te ulasilmistir. Enzim pH 6.0’da ve 70°C’de
optimum aktivite gostermektedir.

Roy ve ark (2012), Hindistan, Assam’dan aldiklar1 toprak orneklerinden,
yiiksek titrelerde alkali a-amilaz enzimini {iretebilen AS-SO1a susunu izole etmisler
ve taksonomik olarak Bacillus subtilis AS-SOla seklinde tanimlamuslardir. Izole
edilen alkali a-amilaz enziminin molekiiler agirligi 21 kDa olarak belirlenmistir.
Enzim optimum aktivitesini 55°C’de ve pH 9.0’da gostermistir. Saflastirilmig o-
amilaz oksidanlar, surfaktanlar, EDTA ve cesitli ticari deterjanlar ile muamele
edildiginde aktivitesini korumugtur. Bu o6zelliklerinden dolay1 enzimin farkli
endistriyel uygulamalarda kullanilabilir 6zellikte oldugu bildirilmistir.

Bano ve ark (2011), Bacillus subtilis KIBGE HAS susundanelde ettikleri
alfa-amilaz enzimini ultrafiltrasyon, amonyum siilfat presipitasyonu ve jel
filtrasyon kromatografisiyle saflagtirmiglardir. Saflastirilan enzimin molekiiler
agirligi SDS-PAGE ile 56 kDa olarak hesaplanmistir. Enzim optimum aktivitesini
pH 7.5’te ve 50°C’de gostermistir.

Al-Quadan ve ark (2011), kaplicadan izole ettikleri Bacillus HUTBS62
susundan olduk¢a asidik ve termostabil Ozellikteki amilaz enzimini elde
etmislerdir. Enzim %60 amonyum siilfat ile presipite edilerek, Sephadex G-100 jel
filrasyonunda ve DEAE iyon degisim kromatografisinde saflastirilmistir.
Saflastirlan enzim, 54.2 kDa molekiiler agirliga sahip bir monomerdir. Enzim
optimum aktivitesini pH 4.4’te ve 90°C’de gostermistir ve 100°C’de 90 dakika

siireyle on inkiibasyona tabi tutulduktan sonra aktivitesinin yaklasik %50’sini
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korumustur. 5 mM konsantrasyondaki kobalt, magnezyum, kadmiyum ve
manganezin varliginda amilaz aktivitesi artmistir. Kalsiyum, ¢inko ve bakir amilaz
aktivitesini inhibe ederken, demir ve sodyum aktiviteyi farkli oranlarda azaltmistir.
Enzim pH 4.4°te ve 90°C’de, 1 ve 2 mM EDTA varliginda aktifligini korumustur.
Asit ve termo-stabil oOzelliklerinden otiirii enzim gida amacgh endiistriyel
uygulamalar i¢in potansiyel bir adaydir.

Elayaraja ve ark (2011), Parangipettai sahilindeki denizel sedimentlerden
termostabil alkali o-amilaz iireticisi Bacillus firmus CAS 7 susunu izole
etmislerdir. Amilaz tretimi 35°C’de, pH 7.5’te ve %! patates kabugu substrati
kullanilarak gerceklestirilmistir. B. firmus optimize edilmis tiretim kosullarinda 676
U/mL a-amilaz iiretmistir. Uretilen a-amilaz enzimi optimum aktivitesini 50°C’de
ve pH 9.0’da gostermistir.

Anupama ve Jayaraman (2011), Hindistan’in Kumta sahilinden izole ettikleri
halotolerant Bacillus aquimaris VITP4 susunu kullanarak ekstraseliiler a-amilaz
enzimini iiretmislerdir. Maksimum enzim tretimi pH 8.0 ve 40°C’de 24 saatlik
inkiibasyon sonunda gergeklesmistir. Saflagtirilan enzim optimal aktivitesini pH
7.5-9.5 araliginda ve 40°C’de gostermistir. Enzimin 3.5 M NaCl
konsantrasyonunda baglangi¢ aktivitesinin  %60’indan fazlasin1  korumasi
halotolerant oldugunu gostermektedir. Kalsiyum iyonu (0.01 mM) ve CTAB (10
mM) enzim aktivitesini arttirirken, EDTA aktiviteyi diislirmiistir. Bu sonuglar,
Bacillus aquimaris VITP4 susundan elde edilen a-amilazin halotolerant, katyonik
deterjanlarin varliginda stabilitiesini koruyan, metal iyonu bagimli bir enzim
oldugunu gostermistir.

Liu ve Xu (2008), Bacillus sp. YX-1 susundan izole ettikleri a-amilaz
enzimini saflastirmig ve karakterize etmislerdir. Maksimum o-amilaz aktivitesi (53
U/mL) 45°C’de 44 saatlik inkiibasyon sonucunda elde edilmistir. Enzimin
molekiiler agirligi SDS-PAGE ile 56 kDa olarak belirlenmistir. Enzim maksimum
aktivitesini pH 5.0’te goOstermistir ve pH 4.5-11.0 araliginda stabilitesini
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korumustur. Enzim, farkli ham nisastalarda gii¢lii hidroliz yetenegitine sahiptir.
Nisasta endiistrisinde standart olarak kullanilan %20 konsantrasyondaki ham misir
nisastasint pH 5.0’te 12 saatlik inkiibasyon sonunda hidrolize etmistir. Caligma
sonucunda, kismi amino asit sekansi analizine gére enzimin yeni bir a-amilaz
oldugu belirtilmistir.

Aygan ve ark (2008), Van Golii'nden alkalifilik ve yiiksek diizeyde
termostabil a-amilaz tireten Bacillus sp. susunu izole etmislerdir. Enzim sentezi 25-
40°C araliginda gergeklesmistir. SDS-PAGE analizine gore enzim 66 kDa
molekiiler agirliginda tek bir banttan olusmaktadir. Enzim 20-90 °C araliginda
aktiftir. Maksimum enzim aktivitesi 50°C’de ve pH 10.5’te gerceklesmistir. 30
dakikalik 6n inkiibasyon siiresi sonunda enzim 80°C’ye kadar %90’in {izerinde
stabilite gOstermistir. Termostabilite Ca** varhiginda artmamustir. Enzim 1 saat
sireyle pH 5.0-9.0 araliginda inkiibasyona birakildiginda %75 oraninda kalan
aktivite degerine sahiptir. Enzim aktivitesinin SDS ve EDTA varliginda, sirasiyla,
%38 ve %34 oranlarinda inhibe oldugu belirtilmistir.

Asgher ve ark (2007), a-amilaz elde etmek i¢in izole ettikleri Bacillus
subtilis JS-2004 susunu atik patates nisastasi i¢ceren sivi besi yerinde iiretmislerdir.
Maksimum enzim iiretimi pH 7.0’de ve 50°C’de 48 saatlik inkiibasyon sonucunda
gergeklesmistir (72 U/mL). oa-amilaz enzimi optimum aktivitesini pH 8.0 ve
70°C’de gostermistir. Enzim 60 ve 70°C’lerde 1 saat inkiibe edildiginde oldukga
stabil kalirken, 80 ve 90°C’lerde orijinal aktivitesinin, sirasiyla, %12 ve %48’ini
kaybetmistir. Enzim 24 saat siireyle pH 8.0 ve 70°C’de inkiibe edildiginde orijinal
aktivitesinde %6 oraninda bir diisiis gdzlemlenmistir. Enzim aktivitesi Ca*™ ile
artarken (relatif aktivite %117), Co*?, Cu*> Hg* iyonlariyla giiglii bir sekilde inhibe
olmustur. Enzim Mg*, Zn*>, Ni*?, Fe** ve Mn*? iyonlarindan ¢ok az miktarda
etkilenmistir.

Saxena ve ark (2007), termofil ve alkali amilaz ireticisi Bacillus sp. PN5

susunu topraktan izole etmislerdir. Enzim {iretimi pH’s1 7.0 olan, %0.6 nisasta,
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%0.5 pepton ve %0.3 maya Oziitii igeren besi yeri kullanilarak, 60°C’de ve 60
saatlik inkiibasyon sonucnda gergeklestirilmistir. Maksimum amilaz aktivitesi pH
10.0°da ve 90°C’de Oolgilmiistiir. Enzim pH 10.0’daki 1 saatlik inkiibasyon
sonucunda aktivitesinin %80’ini korumustur. 105°C’de %065 aktivite gosteren
enzim, 80-100°C araliginda 1 saatlik inkiibasyon sonucunda stabilitesini %100
korumustur. SDS ile 1 saat muamele edildiginde enzimin aktivitesi %83.36’tiir. Bu
ozelliklerden dolayi, enzimin nisasta sivilagtirma proseslerinde ve deterjan
formiilasyonlarinda kullanilabilir oldugu bildirilmistir.

Anto ve ark (2006), Bacillus cereus MTCC 1305 susundan elde ettikleri a-
amilaz enzimini bugday kepegi ve piring kabugunu substrat olarak kullanarak
iretmislerdir. Bugday kepegi ile yapilan ¢alismada en yiiksek enzim iiretimi 9442
U/g olarak belirlenmistir. Optimum a-amilaz aktivitesi 55°C’de ve pH 5.0’te elde
edilirken, enzim 75°C’de %90 aktivite gdstermistir.

Najafi ve ark (2005), topraktan izole ettikleri Bacillus subtilis AX20 susunun
ekstraseliiller o-amilaz enzimi {Uretme yeteneginde oldugunu saptamislardir.
Mikroorganizmanin biyokimyasal testleri ve 16S rDNA sekansi ile karakterizasyon
calismalar1 yapilmistir. Bakteri 37°C’de iiretildiginde maksimum amilaz aktivitesi
38U/mL olarak hesaplanmistir. Enzimin SDS-PAGE analizinde, 78 kDa’lik bir
homodimer polimerini kapsayan 149 kDa’luk molekiil agirliga sahip oldugu
goriilmiistiir. Amilazin optimum aktivite gosterdigi pH ve sicaklik degerleri
sirastyla, 6.0 ve 55°C olarak bulunmustur. Enzim Hg*?, Ag™ ve Cu*? iyonlar ile
inhibe olurken, EDTA ve EGTA ile inhibisyon gerceklesmemistir. Misir ve
¢Oziiniir nisastanin AX20 a-amilaz ile hidrolize edilmesi sonucunda agiga ¢ikan
son iriinler %70-75 glukoz ve %20-25 maltozdur.

Hagihara ve ark (2001), KSM-K38 olarak tanimlanan alkalifilik Bacillus
izolatindan o-amilaz (AmyK38) enzimini izole etmislerdir. Morfolojik ve
fizyolojik oOzellikleri ile 16S rDNA gen sekansi ve DNA-DNA hibridizasyonu ile

gerceklestirilen filogenetik analiz sonucunda izolatin Bacillus cinsine ait yeni bir
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tiir oldugu belirlenmistir. Enzim optimum katalitik aktivitesini pH 8.0-9.5 ve 55-
60°C araliginda gostermistir. SDS-PAGE ile yapilan analizde enzimin molekiiler
agirhig yaklasik 55 kDa olarak bulunmustur. Bu enzim, gesitli karbonhidratlari
maltoz, maltotrioz, maltoheksoz ve maltoheptoz son iirlinlerine hidrolize etme
yetenegindedir. Enzimin katalitik aktivitesi 100 mM konsantrasyona kadarki
EDTA ve EGTA’dan etkilenmemistir. AmyK38 enzimi, kimyasal oksidasyona
oldukca direngli olup, 1.8 M H»0, ile 1 saat inkiibe edildiginde aktivitesinin
%380’ini korumustur.

Schwermann ve ark (1994), termofilik Alicyclobacillus acidocaldarius
(ATCC 27009) susundan elde ettikleri a-amilaz enziminin molekiiler agirligini 160
kDa olarak hesaplamiglardir. Enzim nigastayr glukoz, maltoz ve maltotrioza
hidrolize etme yeteneginde olup, ayn1 zamanda pullulanaz aktivitesine de sahiptir.
Amilaz enziminin optimum aktivite gosterdigi pH ve sicaklik degerleri sirasiyla,
pH 3.0 ve 75°C olup, enzimin termoasidofilik karakterde oldugunu gorilmiistiir.

Paquet ve ark (1991), Clostridium acetobutylicum (ATCC 824) susundan
elde ettikleri ekstraseliiler a-amilaz (1,4-a-D-glukanglukanohidrolaz, EC 3.2.1.1)
enzimi anyon degisim kromatografisi (Mono Q) ve jel filtrasyonuyla (Superose 12)
saflagtirmiglardir. SDS-PAGE analizinde enzimin molekiiler agirliginin 84 kDa
oldugu tespit edilmistir. a-amilazin aktivitesi kalsiyum iyonlariyla (veya diger
metal iyonlartyla) artmadigi gibi, EDTA ile de inhibe olmamistir. Enzimin optimal
aktivitesi pH 5.6’da ve 45°C’de gergeklesmistir. izole edilen a-amilaz enzimi
asidik pH’larda stabil olmakla birlikte, enzimin termal stabilitesi olduke¢a diisiiktiir.
Enzim maltoheksozu glukoz, maltoz, maltotrioz, maltotetroz ve maltopentoza
hidrolize etmistir.

Kanno (1986), B. acidocaldarius A-2 susundan elde ettigi ekstraseliiler
amilaz enzimini saflagtirmig ve Ozelliklerini aragtirmistir. Analizler sonunda
enzimin a-amilaz (1,4-o-D-glukanglukanohidrolaz, EC 2.3.1.1) aktivitesine sahip

oldugunu belirlemistir. Enzimin molekiiler agirhigi 66 kDa, optimum aktivite
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sicakligi ve pH’1 sirastyla, 70°C ve 3.5 olarak bulunmustur. Enzim, substratsiz
ortamda 30 dakikalik inkiibasyon sonunda pH 2.0’de baslangi¢ aktivitesinin
%70’inden fazlasini ve pH 4.5’ta %90’ 1indan fazlasin1 korumustur.

Yang ve ark (2017), Bacillus megaterium WW1210 susundan ettikleri
pullulanaz enzimine ait geni (BmPul) Escherichia coli’ye klonlayarak eksprese
etmislerdir. Rekombinant pullulanaz (BmPul) enzimi elde edilerek saflagtirilmis ve
biyokimyasal olarak karakterize edilmistir. BmPul enziminin molekiiler agirligi
SDS-PAGE analiziyle ortalama 112 kDa olarak hesaplanmistir. Enzim optimum
aktivitesini 55°C ve pH 6.5’te gostermistir. Enzimin 40°C’nin altindaki
sicakliklarda ve pH 6.5-8.5 araliginda stabil oldugu goériilmiistiir. BmPul enzimi,
pullulan1 maltotrioza kadar hidrolize ettigi icin tip I pullulanaz olarak
adlandirilmistir. Bu 6zellikler enzimin gida endiistrisinde kullanim potansiyeline
sahip oldugunu gostermektedir.

Mishra ve ark (2016), mikrobiyal pullulandan elde edilen maltotrioz
surubunun iiretim optimizasyonu ile ilgili parametreleri ¢alismiglardir. Bu proseste,
pullulanin hidrolizi i¢in pullulanaz enzimi kullanilmigtir. Pullulan izopropanol
¢oktiirmesiyle hazirlanmistir. Proses i¢in optimize edilen inkiibasyon siiresi 8 saat,
sicaklik 46°C, pH 5.5, etanol miktar1 %6 (v/v) ve pullulanaz miktar1 10 ASPU/g
olarak bulunmustur. HPLC analizinde hidrolizattaki en 6nemli bilesenin maltotrioz
oldugu belirlenmistir. Calisma sonuglari, bu prosesin maltotrioz lretiminde en
etkili yontem oldugunu gostermektedir.

Liu ve ark (2016), Paenibacillus barengoltzii bakterisinden elde ettikleri
pullulanaz enzimine ait geni (PbPulA) Escherichia coli’ye klonlayarak ekspresyon
gerceklestirmislerdir. Rekombinant pullulanazin SDS-PAGE analizinde 75 kDa
molekiiler biiyiikliikte oldugu bulunmustur. PbPulA enziminin optimum
aktivitesini pH 5.5te ve 50°C’de gosterdigi saptanmustir. Enzim nisasta

endustrisinde kullanilabilir 6zelliktedir.
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Kahar ve ark (2016), Anoxybacillus sp. SK3-4 susundan elde ettikleri tip I
pullulanaz (PulASK) enzimine ait 6zellikleri arastirmiglardir. Saflagtirilan enzimin
molekiiler agirhigr 80 kDa olarak bulunmustur. Enzim pH 5.0-6.0 aralifinda stabil
olmakla birlikte, enzimin en aktif oldugu pH degerinin 6.0 oldugu belirlenmistir.
PulASK enzimi optimum aktivitesini 60°C’de gostermekte olup, bu sicaklikta
stabildir. Diger tip I pullulanazlarin aktivitesine benzer sekilde PulASK enzimi de
pullulan1 maltotrioza kadar hidrolize etmistir. PulASK enziminin nisastanin a-1,6
glukozidik baglarim1 hidrolize ederek, lineer ve dallanmamis oligosakkaritler
iirettigi ancak kisa zincirlere karsi etkili olmadigi tespit edilmistir. Bu durum,
simdiye kadar bilinen ve 6zellikle maltotrioz meydana getiren tip I pullulanazlara
kiyasla sasirtict bir sonuctur.

Duan ve ark (2015), Bacillus deramificans bakterisinden elde ettikleri
pullulanaz enziminin aktivitesi tizerine ¢esitli sufaktanlarin etkisini arastirmislardir.
%0.5 Triton X-100 bulunan fermentasyon ortaminda 40 saatlik inkiibasyon
sonunda maksimal pullulanaz iiretiminin gergeklestigi belirtilmistir (812.4 U/mL).

Siddiqui ve ark (2014), hipertermofilik arke Pyrobaculum calidifontis’in tip
II pullulanaz enzimi ile ¢alismiglardir. Enzimin molekiil agirligi 111 kDa olarak
bulunmustur. Bu enzimi kodlayan Pcal-1616 geni Escherichia coli’ye klonlanarak
ekspresyon gergeklestirilmigtir. Rekombinant enzim en yiiksek aktiviteyi 95°C’de
ve pH 5.5’te gostermekle birlikte, pH 4.0-8.0 araliginda %80’in {izerinde aktiviteye
sahiptir. Ca*? iyonlar1 enzim aktivitesi iizerinde 6nemli bir etki gostermemistir.

Xu ve ark (2014), Anoxybacillus sp. LM18-11 susundan elde ettikleri
termostabil pullulanaz enziminin (PulA) yapisal ve fonksiyonel o6zelliklerini
aragtirmiglardir. Hidroliz {riinleri temel alindiginda, PulA tip I pullulanaz olarak
smiflandirilmistir.  Enzim maksimum aktivitesini 60°C’de ve pH 6.0’da
gostermistir. Enzim yiiksek diizeyde termostabil olup, endiistriyel uygulamalar i¢in

biiyiik dneme sahiptir.
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Ahmad ve ark (2014), hipertermofilik bir arke olan Thermococcus
kodakarensis (TK-PUL) susundan, nisastayr ve pullulani metal iyonuna gerek
duymadan hidrolize eden, termo-asidofilik O6zellige sahip, PUL enzim genini
klonlayarak rekombinant enzimin karakterizasyonunu gergeklestirmislerdir. TK-
PUL enzimi hem pullulanaz hem de a-amilaz aktivitesine sahip olmasi nedeniyle
amilopullulanaz (tip II pullulanaz) 6zelligindedir. En yliksek enzim aktivitesi 95-
100°C araliginda goézlemlenmistir. Enzimin optimum aktivite gosterdigi pH degeri
3.0-8.5 araliginda bulunmustur. TK-PUL enzimi 90°C’de birkag saat stabil kalarak
aktivitesini korumustur. Rekombinant TK-PUL enzimi aktivitesi ve stabilitesi i¢in
metal iyonlarina gereksinim duymamaktadir. Enzim, pullulandaki a-1,6 ve a-1,4
glukozidik baglar1 hidrolize etmektedir. Enzim pullulanin yani sira nisasta,
glukojen, dekstrin, amiloz, amilopektin ve siklodekstrinin dahil oldugu c¢esitli
polisakkaritleri maltotrioza hidrolize etmistir. TK-PUL, maltotriozu maltoz ve
glukoza hidrolize edebilen ender bir enzimdir.

Wei ve ark (2014), pullulan hidrolize edebilen bir bakteri izole etmistir. Sus
16S rRNA sekans analiziyle Bacillus cereus Nws-bc5 olarak tanimlanmustir.
Bacillus cereus’tan elde edilen pullulan degredasyonundan sorumlu pullulanaz geni
(pulBC), Escherichia coli ve Bacillus subtilis WB800 konak organizmalarina
klonlanarak gen ekspresyonu gergeklestirilmistir. Molekiiler agirligi yaklagik 81.4
kDa olan saf rekombinant enzim pullulanin yapisindaki a-1,6 baglarina etki ederek,
maltotriozlart olusturmaktadir. Enzimin optimum aktivite gosterdigi pH ve
sicakliklik degerleri, sirastyla, 6.0 ve 40°C’dir. pulBC enzimi, alkali kosullarda ¢ok
daha yiiksek stabilite gostermekte olup, pH 6.0-9.0 araliginda tamamen stabildir.
Enzimin aktivitesi Ca*? varliginda artmaktadir. Saflagtirilmis pulBC enziminin
spesifik aktivitesi pullulan ile 44.7 U/mg ve nisasta ile 29.3 U/mg olarak
hesaplanmustir.

Qiao ve ark (2014), alkalifilik Exiguobacterium acetylicum YH5 susundan
elde ettikleri pullulanaz genini (Pul3YHS5) Escherichia coli BL21 (DE3) konak
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organizmasina klonlamislardir ve ekspresyon gergeklestirmislerdir. Rekombinant
pullulanaz enziminin molekiiler agirhigr yaklasgik 100 kDa bulunmustur. Enzim
optimum aktivitesini 50°C’de ve pH 6.0’da gostermekle birlikte, alkali-tolerant
davranis sergilemistir. Enzim pH 4.0-10.0 araliginda 30 dakika 6n inkiibasyona
birakildiginda %93’lin {izerinde stabil kalmistir. Pul3YHS enziminin aktivitesi
Co*?, Fe*? ve Mn*? ile 6nemli derecede artarken, Cu*?, SDS, B-merkaptoetanol ve
EDTA ile inhibe olmustur. Exiguobacterium acetylicum pullulanaz enzimi,
pullulan1 maltotrioza hidrolize etmistir. Bu enzimatik ozellikler, Pul3YHS
enziminin deterjan endiistrisinde kullanilabilir 6zelliklere sahip bir alkalitolerant
pullulanaz oldugunu gostermektedir.

Wu ve ark (2014), Thermus thermophilus HB27 susundan elde ettikleri,
pullulanaz (TTHpu) enzimini kodlayan geni klonlamislardir. Enzim 52 kDa
molekiiler agirhiga sahiptir. Gen, pHsh ve pET28a vektorleri kullanilarak
Escherichia coli’ye klonlanip eksprese edilmistir. Saflastirilan TTHpu pullulanaz
enzimi en yiikksek aktivitesini pH 6.5’te ve 70°C’de gostermistir. Enzim 60-
70°C’de 2 saatlik inkiibasyondan sonra aktivitesinin %90’indan fazlasini
korumustur. pH 6.0-8.0 araliginda stabil olan enzimin aktivitesi 5 mM manganez
varliginda %298’¢ yiikseltmistir. Bu enzim, pullulanin a-1,6 ve a-1,4 glukozidik
baglarim1 hidrolize ederek maltotrioz, maltoz ve glukoz karisimmi agiga
¢ikarmistir. TTHpu enzimi, nisastanin endiistriyel sivilagtirmasinda kullanilabilir
ozellikte bir enzimdir.

Asha ve ark (2013), topraktan izole ettikleri pullulanaz iireticisi susu,
mikroskobik incelemeleri ve biyokimyasal testleri temel alarak, Bacillus
halodurans olarak tanimlamiglardir. Maksimum pullulanaz iiretimi pH’1 10.0 olan,
%1.5 ¢oziniir pullulan ve %0.5 pepton igeren besi yerinde ve 37°C’de
gerceklesmistir. Saflastirilmis alkali pullulanazin molekiiler agirhgr 37+1 kDa,
optimum pH ve sicaklik degerleri ise, sirasiyla, 10.0 ve 50°C olarak bulunmustur.

Pullulanaz aktivitesi, Zn*? ve Cu* iyonlarinin varhiginda inhibe olmustur. Mg*2,
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Mn*? ve Fe*? enzim aktivitesini bir miktar inhibe ederken, Ca* aktiviteyi arttirici
yonde etki gostermisti. EDTA, DTT, PMSF, TLCK ve Nal, enzimi inhibe
etmezken, NEM ve IAA enzim aktivitesinde bir miktar inhibisyon etkisi
gostermistir. NBS’nin, enzim aktivitesini tamamen inhibe etmesi, triptofanin
aktivite i¢in ¢ok 6nemli oldugunu gdstermistir. Izole edilen enzimin termotolerant
ve alkalifilik o6zelliklerde olmasindan dolayir nisastanin islenmesinde, deterjan
endiistrisinde ve diger biyoteknolojik uygulamalarda kullanilabilir 6zellikte oldugu
belirlenmistir.

Chai ve ark (2012a), Malezya’daki kaplicalarindan iki termofilik bakteri
(SK3-4 ve DT3-1) izole etmislerdir. Suslar ¢ubuk seklinde, gram pozitif ve
endospor iceren hiicrelerdir. Her iki susun da optimum iiremeleri 55°C’de ve pH
7.0’de gerceklesmistir. DT3-1 susu %2’lik NaCl konsantrasyonuna, SK3-4 susuna
kiyasla, daha diisiik tolerans gostermistir. 16S rRNA gen sekansina dayanan
filogenetik analize gore her iki sus da Anoxybacillus cinsine aittir ve pullulani
maltotrioz ve glukoza hidrolize etmislerdir.

Li ve ark (2012), Bacillus sp. CICIM 263 susunun termostabil tip I
pullulanaz enzimini kodlayan pulAl genini, Escherichia coli ve Bacillus subtilis
bakterilerine aktararak eksprese etmislerdir. Molekiiler agirligi 100.887 Da olan
rekombinant PulLLAl enzimi optimum aktivitesini pH 6.5’te ve 70°C’de
gostermistir. 70°C’de 1 saat siireyle inkiibe edildiginde aktivitesinin %88’inden
fazlasin1 koruyan enzim termostabil karakterdedir. Pullulan1 tamamen hidrolize
ederek maltotrioza doniistiren PulAl enzimi, biyoetanol iiretiminde fermente
edilebilir sekerlerin verimini arttirmak igin yapilan endistriyel uygulamalarda
kullanima uygundur.

Kang ve ark (2011), hipertermofilik anaerobik Thermotoga neapolitana
bakterisinden elde ettikleri tip I pullulanaz enzimini kodlayan geni (pulA)
Escherichia coli’ye klonlamiglardir. Rekombinant pullulanaz enziminin (rPulA)

molekiiler agirhigt 93 kDa olarak hesaplanmistir. Enzimin optimal aktivite
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gosterdigi pH araligi 5.0-7.0 ve sicaklik 80°C’dir. rPulA enzimi pullulani
maltotrioza kadar hidrolize etmistir.

Zhang ve Jin (2011), izole ettikleri pullulanaz enziminin (12 ASPU/g)
optimum hidroliz kosullar1 pH 5.0’te ve 46°C’de 32 saatlik inkiibasyondur.

Zareian ve ark (2010), Iran kaplicalarindan ekstraseliiler pullulanaz iireten
termofilik L14 susunu izole etmislerdir. Bakteri 16S rDNA analizi ve biyokimyasal
testlere gore, Geobacillus stearothermophilus olarak tanimlanmistir. Enzim
amonyum siilfat presipitasyonu, anyon degisim ve jel filtrasyon kromatografisiyle
saflagtirilmistir. Saflastirilan enzimden SDS-PAGE analizinde 100 kDa molekiiler
agirligina sahip tek bant elde edilmistir. Pullulanaz enziminin optimum aktivite
kosullar1 pH 5.5 ve 65°C olarak bulunmustur. 60-70°C araliginda stabil olan
enzim, pullulani, nisastay1r ve maltooligosakkaritleri hidrolize etme yeteneginde
iken, siklodekstrin ve panoz iizerinde etki gostermemistir. L14 enzimi pullulan
glukoz, maltoz ve maltotrioza, nisastay1 ise glukoz ve maltoza hidrolize etmistir.
Yapilan analizlerde enzimin maltotrioz, maltotetroz, maltopentoz, maltoheksoz ve
maltoheptoz gibi maltooligosakaritlerin farkli tiirlerini hidrolize etme yeteneginde
oldugu bulunmustur. Sonu¢ olarak, enzim pullulanin ve nigasta gibi dallanmig
polisakkaritlerin hem a-1,4 hem de o-1,6 glukozidik baglarina etki ederek,
pullulanm1 ve nisastay1 glukoz ve maltoza hidrolize edebilmektedir. Geobacillus
stearothermophilus 114 susundan elde edilen enzim pullulandan glukoz iireten
amilopullulanaz enzimine ait ilk 6rnektir.

Singh ve ark (2010), pullulanaz enzimi ile saflagtirilmis pullulandan
maltotrioz surubu iiretmislerdir. Pullulanaz enzimi optimum pH 5.0’te aktivite
gostermekle birlikte, pH 5.0-6.0 aralifinda 6nemli oranda aktiftir. Optimum olarak
50°C’de aktivite gosteren enzim, bu sicaklikta 6 saat inkiibe edildiginde tamamen
stabil kalmistir (%100). Pullulanaz enziminin aktivitesi Mn** ve Ca** ile, sirasiyla,
1.8 ve 1.2 kat artmustir. Enzim pullulani, ¢6ziiniir nisastay1 ve dekstrini oldukca

etkili bir sekilde hidrolize etmistir.
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Ling ve ark (2009), ekstraseliiler pullulanaz iireticisi Bacillus cereus H1.5
susundan elde ettikleri enzimi, DEA Sepharose ve Superdex jel filtrasyon
teknikleri ile saflastirmiglardir. Enzim optimum aktivitesini 55°C’de ve pH 6.0’da
gostermistir. Enzimin termostabilitesi ve termoaktivitesi Ca*? varliinda énemli
derecede artmustir (%170). Enzimin aktivitesi, Ca** ve Mn*? hari¢, hemen hemen
tim matal iyonlarin giiglii bir sekilde inhibe olmustur. 2-merkaptoetanol ve
ditiyotreitol ile aktivitesi artan enzimin aktivitesi N-bromosuksinimid ve
Schardinger dekstrinlerin inhibe olmustur. Enzim pullulanin yapisindaki o-1,6
baglarina etki ederek pullulan1 maltotrioz birimlerine hidrolize etmistir. Bunun yani
sira, enzim amilopektin ve ¢dziliniir nigastadaki a-1,4 baglarina da etki ederek
nisastay1r maltoz ve glukoz birimlerine indirgemistir. Bu sonuglar, enzimin tip II
pullulanaz (amilopullulanaz) oldugunu gostermektedir.

Kunamneni ve Singh, (2006), Hindistan’dan aldiklar1 toprak orneklerinden
pullulanaz enzimi ireticisi termofilik Bacillus sp. AN-7 susunu izole etmislerdir.
Enzim amonyumsiilfat ¢oktlirmesi, anyon degisim ve jel filtrasyon kromatografisi
yontemleriyle saflastirilmigtir.  Optimum  aktivitesini 90°C’de ve pH 6.0’da
gosteren enzim, 80°C’de ve pH 4.5-7.0 araliginda 24 saatten daha uzun siire inkiibe
edildigi zaman baglangi¢ aktivitesinin yarisini korumustur. Bu sonug¢ enzimin
termostabil karakterde oldugunu gostermektedir. Enzim 105°C’den yiiksek
sicakliklarda ve 4.5’ten diisiik pH degerlerinde inkiibe edildiginde orijinal
aktivitesini hizla kaybetmistir. Pullulanaz enzimi, Hg*? iyonlariyla tamamen inhibe
olmustur. Ca*?, ditiyotreitol ve Mn*? pullulanaz aktivitesini stimiile etmistir. Enzim
pullulan1 maltotrioz ve maltoz birimlerine hidrolize etmistir. Bacillus sp. AN-7
susundan elde edilen pullulanaz enzimi (pullulan-6-glukanohidrolaz, EC 3.2.1.41)
aktivite ozellikleri nedeni ile tip I pullulanaz seklinde degerlendirilmistir.

Samah ve ark (2005), kaplicalardan izole ederek Bacillus flavothermus
KWEF-1 olarak tanimladiklar1 bakteri susundan termofilik pullulanaz enzimini

iretmislerdir. Enzim pH 7.0-10.0 ve 60-90°C araligindaki kosullarda inkiibe
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edildiginde aktivitesini korumustur. Ham enzimin optimum aktivite gosterdigi
sicaklik ve pH degerleri, sirasiyla, 80°C ve 10.0 olarak bulunmustur.

Bertoldo ve ark (2004), anaerobik termoalkalifilik Anaerobranca
gottschalkii bakterisinin genom sekansindaki tip I pullulanaz enzimini kodlayan
geni Escherichia coli BL21(DE3) susuna klonlayarak eksprese etmislerdir.
Saflastirilan rekombinant pullulanaz enziminin (rPulAg) molekiiler agirligi 96 kDa
olarak belirlenmistir. Enzim optimum katalitik aktivitesini pH 8.0 ve 70°C’de
gostermistir. Enzim pullulan1 maltotrioz birimlerine hidrolize etme 6zelligindedir.
Mono ve divalent katyonlar, enzim aktivitesini artirma yoniinde etki
gostermemistir. rPulAg enzimi %0.5 SDS, %20 Tween ve %50 Triton X-100
bulunan kosullarda stabil kalmistir. A. gottschalkii’den elde edilen pullulanaz
enzimi, ilk termo-alkali-stabil tip I pullulanaz olma 6zelligindedir.

Roy ve ark (2003), Tunus’ta bulunan kaplicalarin civarindaki topraklardan
yiiksek miktarda pullulanaz aktivitesi olan US149 susunu izole etmislerdir. Izole
edilen sus ¢ubuk seklinde ve hareketsiz olup, sadece pH 4.5-5.0 araligindaki asidik
kosullarda ve 37-55°C araligindaki sicakliklarda iireyebilmektedir. izole edilen sus,
16S rRNA analizine gore Bacillus naganoensis (accession no. AB021193) olarak
tanimlanmigtir. Molekiiler agirligi 200 kDa olarak hesaplanan enzimin, her biri 95
kDa olan iki alt {initeden meydana geldigi bulunmustur. Saflastirilan enzimin
optimum aktivite gosterdigi pH degeri 5.0 olup, enzimin pH 5.0’ten diisiik
degerlerde de aktivitesini korudugu bulunmustur. Enzim pullulan1 hidrolize
ederken, amiloz ve maltoheptozu hidrolize edememektedir. Pullulanin hidroliz
iiriiniiniin izopanoz oldugu belirlenmistir. Bu durum, PulUS149 enziminin tip II
pullulanazlar i¢inde yer alan izopullulanaz (pullulan-4-glukanohidrolaz, EC
3.2.1.57) tiirtinde bir enzim oldugunu kanitlamaktadir.

Duffner ve ark (2000), hipertermofilik anaerobik bir arkea olan
Desulfurococcus mucosus’tan, termoaktif pullulanaz enzimini kodlayan geni

(apuA), Bacillus subtilis‘te klonlayarak eksprese etmislerdir. Saflastirilan
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rekombinant enzim (rapuDm), her birinin molekiiler agirligi 66 kDa olan iki alt
iiniteden olugmaktadir. Enzim optimum aktivitesini 85°C’de ve pH 5.0’te
gostermistir. Divalent katyonlar enzim aktivitesi ve stabilitesi iizerine etki
etmemistir. RapuDm enzimi 80°C’de 4 saat siireyle inkiibasyona birakildiginda
stabilitesini korumustur. Enzim pullulan1 hidrolize ederek maltotrioz, nigasta,
amiloz, amilopektin ve siklodekstrinleri hidrolize ederek maltotrioz ve maltoz
birimlerinin olusumunu saglamistir. Arkea kokenli pullulanaz enzimi, substrat
spesifitesinin genis olmasi nedeniyle tip II pullulanaz seklinde siniflandirilmastr.

Bertoldo ve ark (1999), ekstrem termofil anaerobik Fervidobacterium
pennavorans Ven5 susunun tip I pullulanaz enzimini kodlayan genini Escherichia
coli’ye klonlayarak eksprese etmiglerdir. Rekombinant pullulanaz enzimi pH
6.0’da ve 80°C’de optimum aktivite gostermistir. Enzim pullulan, nisasta,
amilopektin, glukojen ve a-f-dekstrindeki a-1,6-glukozidik baglar hidrolize etme
yetenegindedir. Bununla birlikte, enzim amilozdaki o-1,4-glukozidik baglar
hidrolize edememistir. Bu sonug¢lara gore, enzim tip [ pullulanaz olarak
siniflandirilmistir. Enzim yiiksek substrat spesifitesi ve termal stabilitesi sayesinde
biyoteknolojik uygulamalar ve nigasta isleme endiistrilerinde kullanilabilir
ozelliktedir.

Riidiger ve ark (1995), hipertermofilik arke Pyrococcus woesei’den ekstrem
sicaklik stabilitesine sahip pullulanaz enzimini kodlayan geni Escherichia coli’de
klonlayip eksprese etmislerdir. Saflastirilan rerkombinant enzimin molekiiler
agirligr 90 kDa olarak bulunmustur. Enzim optimal aktivitesini 100°C’de ve pH
6.0’da gosterirken, 120°C’de aktivitesinin %40’ korumustur. Enzimin aktivitesi
kalsiyum iyonlarmin varhiginda %370’e c¢ikmustir. B-merkaptoetanol ve
ditiyotreitol gibi indirgeyici ajanlar enzim aktivitesini arttirirken, N-
bromosuksinimid ve a-siklodekstrin aktivite {izerine inhibitdrik etki gostermistir.

Castro ve ark (1992), izole ettikleri amilolitik aktiviteye sahip endospor

olusturan MIR-23 kodlu bakteriyi morfolojik ve biyokimyasal testlerden gegirerek
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Bacillus polymyxa olarak tanimlamiglardir. Organizma asidik kosullardaki (pH 5.0)
nisastasl besi yerinde iireyerek, a-amilaz, pullulanaz ve a-glukosidaz enzimlerini
sentezlemistir. Pullulanaz enzimi optimum aktivitesini 52-57°C ve pH 4.5-5.5
araliginda gostermistir. Enzim bu 6zellikleri sayesinde nisastanin sivilagtirilmasi ile
ilgili endiistriyel uygulamalar i¢in uygundur.

Ara ve ark (1992), alkalifilik Bacillus sp. KSM-1876 susundan elde ettikleri
alkali pullulanaz (pullulan 6-glikanohidrolaz, EC 3.2.1.41) enzimini
saflastirmiglardir. Enzimin optimum aktiviteye sahip oldugu kosullar pH 10.0 ve
50°C olarak belirlenmistir. Molekiiler agirligit 120 kDa olan enzim pullulani
maltotrioz birimlerine hidrolize etmistir.

Lee ve ark (2016), Hermetia illucens (Siyah Asker Bocegi) larvasinin
bagirsak mikroflorasindan pullulanaz genini (PulSS4) elde etmislerdir. Bu genin
aminoasit sekanst Amphibacillus xylanus’tan elde edilen amilopullulanaza ait gen
sekansi ile %51 oraninda benzerlik gostermistir. PulSS4 enzimi 10-50°C
araliginda aktif olmakla beraber, optimum aktivitesini 40°C’de gostermistir. pH
6.5-10.5 araliginda aktivite gésteren amilopullulanaz enziminin optimum aktiviteye
sahip oldugu pH degeri 9.0 olarak bulunmustur. 30°C’de ve pH 5.0-11.0 araliginda
24 saat siireyle inkiibasyona birakildiginda orijinal aktivitesinin %80’ inden
fazlasim korumustur. PulSS4, %10’luk polar organik ¢oziiciilere ve %1°lik iyonik
olmayan deterjanlar gibi gesitli kimyasallara kars1 stabilitesini yiiksek diizeyde
korumustur. Enzimin 1limli sicakliklar ve alkali kosullarda yiiksek aktivite
gerektiren biyoteknolojik uygulamalar icin giliglii bir potansiyel olacagi
diistiniilmektedir.

Kahar ve ark (2013), termofilik Anoxybacillus sp. SK3-4 (ApuASK)
susundan elde ettikleri amilopullulanaz enzimini saflastirip karakterize etmislerdir.
Saflastirilan ApuASK enziminin molekiiler agirligt hem SDS-PAGE hem de
native-PAGE analizinde 225 kDa olarak belirlenmistir. ApuASK susundan izole

edilen amilopullulanaz pH 6.0-8.0 araliginda stabil olmakla birlikte, optimum

56



2. ONCEKI CALISMALAR Nihan ARABACI

aktivitesini pH 7.5’te gostermistir. Optimum aktivitesini 60°C’de gdsteren enzim,
65°C’de 240 dakika inkiibasyona birakildiginda orijinal aktivitesini %54 oraninda
korumustur. Enzim pullulan, nisasta, glukojen ve dextrini glukoz, maltoz ve
maltotrioz birimlerine hidrolize etmistir.

Asoodeh ve Lagzian (2012), dogal kaynak suyundan izole ettikleri
termostabil alkalifilik Bacillus subtilis DR8806 susundan glukoamilopullulanaz
enzimini elde etmiglerdir. Enzim iyon degisim kromatografisi ve amonyum siilfat
coktiirmesi ile saflastirilmistir. Saflastirilan enzimin molekiiler agirligi 65.5 kDa
olarak bulunmustur. Enzim pH 5.0-11.0 araliginda yiiksek aktiviteye sahip olmakla
birlikte, optimum aktivitesini pH 9.5’te gdstermistir. Enzimin optimum aktivite
sicakligr 70°C olarak belirlenmistir. Aktivitesi i¢in kalsiyuma ihtiya¢ duyan enzim,
SDS ve Triton X-100 gibi sufaktantlar ile H>O, gibi okside edici ajanlara karsi
ekstrem stabilite gostermistir. Bu 0Ozellikler, enzimin c¢amasir deterjani
endistrisinde uygulanabilme potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir.

Mrudula ve ark (2011), Clostridium thermosulfurogenes SVM17 susundan
termostabil amilopullulanaz enzimini izole etmislerdir. Enzim sentezi 50-70°C ve
pH 4.0-9.0 araliginda gerceklesmekle birlikte, optimum verim 60°C’de ve pH
7.5’te elde edilmistir. Maksimum bakteri {iremesi 12 saatte, enzim sentezi ise 24
saatte gerceklesmistir.

Brunswick ve ark (1999), Bacillus sp. DSM 405 susundan elde ettikleri
amilopullulanaz enzimini saflagtirmiglardir. Enzim, hem nisastadaki a-1,4-
glukozidik baglar1 hidrolize ederek maltooligasakkaritleri agiga ¢ikarmakta, hem
de pullulandaki a-1,6-glukozidik baglar1 hidrolize ederek maltotrioz birimlerini
olusturmaktadir. Enzim 126 kDa molekiiler agirliga sahip bir glukoproteindir.
Substrat olarak nisasta kullamildiginda pH 6.5’te, pullulan kullanildiginda ise pH
6.0’da optimum aktivite gosteren enzim, her iki substratla da optimum aktivitesini

70°C’de gostermistir.
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Ara ve ark (1995), alkalifilik Bacillus sp. KSM-1378 susundan alkali
amilopullulanaz enzimini elde edip saflastirmiglardir. Enzim 210 kDa molekiiler
agirliga sahip bir glukoproteindir. Pullulanin a-1,6-glukozidik baglarini hidrolize
ederek temel son {iriin olarak maltotrioz birimlerini a¢iga c¢ikarmistir. Ayrica
amiloz, amilopektin ve glukojendeki o-1,4-glukozidik baglar1 hidrolize ederek
cesitli oligosakkaritleri olusturmustur. Enzim pullulanaz aktivitesini pH 9.5’te ve
50°C’de gosterirken, enzimin a-amilaz aktivitesi i¢in optimum degerler pH 8.5 ve
50°C’dir. Her iki enzim aktivitesi dietil pirokarbonat ve N-bromosuksinimid gibi
inhibitorler ile giliclii bir sekilde inhibe edilmistir. Pullulanaz aktivitesi 6zellikle
Hg* iyonlariyla inaktive olurken, amilaz aktivitesi EDTA ve EGTA ile giiglii bir
sekilde inhibe edilmis ancak Ca* iyonlariyla tekrar aktivite kazanmustir.

Lee ve ark (1994), topraktan termofil ve alkalifilik Bacillus sp. XAL601
susunu izole etmislerdir. XAL601 susundan a-amilaz ve pullulanaz aktivitesi olan
termostabil ve alkali-stabil bir enzim elde etmislerdir. Elde edilen «o-
amilazpullulanaz enzimini sentezleyen gen (aapT) klonlanarak niikleotid sekansi
belirlenmistir (GenBank accession number D28467). Enzim optimum aktivitesini
70°C’de ve pH 9.0°’da gostermistir. Enzim ¢0ziiniir nisastayr maltoz (G2) ve
maltotetroza (G4) kadar hidrolize etmistir. Pullulanin hidrolizinden iiretilen iiriin
sadece maltotriozdur (G3). Enzim ham nisastay1 60-70°C ve pH 8.0-9.0 araliginda

hidrolize etmistir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal
3.1.1. Bakteri izolasyonu ve Enzim Uretiminde Kullanilan Besi Yerleri
3.1.1.1. N1 Besi Yeri

Toprak orneklerinden bakteri izolasyonu yapmak ve izole edilen suslarin
stok kiiltiirlerinin saklanmas1 amaciyla kullanilmistir (Arabaci, 2011). Besi yerinin
pH’1 bakterilerin izolasyon kosullarina uygun olarak 5.0 ve 7.0’ye ayarlanmustir.
Hazirlanan besi yeri otoklavda 121°C’de ve 1.2 atmosfer basincinda 15 dakika

stireyle steril edilmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. N1 Besi Yerinin icerigi

Besi Yeri Bilesimi g/L

Pepton 10

Et 6ziti 10
Maya 5
Glukoz 1

Agar 15

3.1.1.2. M9 Nisastal Besi Yeri

Izole edilen Bacillus sp. suslarinm firettigi amilaz enziminin aktivitesinin
saptanmas1 ve iretilmesi amaciyla kullanmilmistir (Ozturk ve ark, 2013; Aygan,
2008). Besi yerinin pH'1 amilaz pozitif suslarin se¢ilmesi ve enzim tiretimleri i¢in
5.0 ve 7.0'ye ayarlanmistir (izolasyon kosullarindaki pH degerlerine uygun olarak).
Hazirlanan besi yeri otoklavda 121°C’de ve 1.2 atmosfer basincinda 15 dakika

stireyle steril edilmistir (Cizelge 3.2).
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Cizelge 3.2. M9 Besi Yerinin Icerigi

Besi Yeri Bilesimi g/L
Na,HPO4.7H,O 6
KH>PO4 3
NaCl 0.5
NH4Cl 1
MgS04.7H,O 0.24
CaCl,.2 H,O 0.24
Pepton 3
Nisasta 10
Agar 15

3.1.1.3. Pullulanl Besi Yeri

izole edilen Bacillus sp. suslarimn iirettigi pullulanaz enziminin aktivitesinin

saptanmasi ve liretilmesi amaciyla kullanilmistir (Wei ve ark, 2014). Besi yerinin

pH'1 pullulanaz aktivitesi gosteren suslarin secilmesi ve enzim {iretimleri i¢in 5.0

ve 7.0'ye ayarlanmistir (izolasyon kosullarindaki pH degerlerine uygun olarak).

Hazirlanan besi yeri otoklavda 121°C’de ve 1.2 atmosfer basincinda 15 dakika

siireyle steril edilmistir (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3. Pullulanli Besi Yerinin icerigi

Besi yeri Bilesimi g/L
Maya 3
Tripton 5
NaCl 5
K>HPO4.3H,0O 0.5
MgSO4 0.1
Pullulan 5
Agar 15
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3.1.2. Kullanilan Cozeltiler
3.1.2.1. NaOH Cozeltisi

Besi yerlerinin  pH’im1 ayarlamak igin ve tampon c¢ozeltilerin
hazirlanmasinda kullanilmak tizere 0.1 M, 1 M ve 2 M konsantrasyonlarda

hazirlanmustir.

3.1.2.2. Hidroklorik Asit (HCl) Cozeltisi
Besi yerlerinin pH’1n1 ayarlamak amaciyla 0.1 M ve 1 M konsantrasyonlarda

hazirlanmustir.

3.1.2.3. Liigol Soliisyonu
Nisastali kati besi yerinde amilaz aktivitesinin saptanmasi amaciyla
kullanilmigtir.  Cizelge 3.4°te  belirtilen oranlarda hazirlanan  soliisyon

kullanilmadan 6nce 20 kat sulandirilmistir (Aygan ve ark, 2014).

— .

Cizelge 3.4. Liigol Soliisyonunun igerig

Bilesimi g /100mL
Iyot (I) 7g
Potasyum iyodiir (KI) 3¢g
Distile Su 100 mL

3.1.2.4. Etilalkol (%96)
Pullulanh kat1 besi yerinde {ireyen bakterilerin pullulanaz aktivite zonlarimin

belirlenmesi amaciyla kullanmilmistir (Wei ve ark, 2014).

3.1.2.5. Sitrat-Fosfat Tamponu
Enzimlerin pH 3.0, 4.0 ve 5.0’teki aktivite ve stabilitelerinin belirlenmesi

amaciyla kullanilmistir. Istenilen pH degerindeki sodyum fosfat tamponunun
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hazirlanmas: i¢in Cizelge 3.5’te belirtilen hacimlerde 0.2 M sitrik asit (38.424 g/L.)
ve 0.2 M Na:HPO..7H>O (53.614 g/L) stok soliisyonlar1 kullanilarak son hacim
100 mL olacak sekilde distile su eklenmistir (Temizkan ve Arda, 2008) .

Cizelge 3.5. Sitrat-Fosfat Tamponunun Icerigi

pH 0.2 M sitrik asit 0.2 M Na:HPO4.7H>0 Son Hacim
3.0 39.8 mL 10.2 mL 100 mL
4.0 30.7 mL 19.3 mL 100 mL
5.0 24.3 mL 25.7 mL 100 mL

3.1.2.6. Fosfat Tamponu

Enzimlerin pH 6.0, 7.0 ve 8.0’deki aktivitelerinin ve stabilitelerinin
saptanmasi amaciyla kullanimustir. Istenilen pH degerindeki sodyum fosfat
tamponunu elde etmek i¢in Cizelge 3.6°da belirtilen hacimlerde 0.2 M NaH;PO4
(23.996 g/L) ve 0.2 M Na,HPO4.7H,O (53.614 g/L) stok soliisyonlar1 kullanilarak
son hacim 200 mL olacak sekilde distile su eklenmistir (Temizkan ve Arda, 2008).

Cizelge 3.6. Fosfat Tamponunun Igerigi

pH 0.2 M sitrik asit 0.2 M Na:HPO4.7H20 Son Hacim
6.0 87.7 mL 12.3 mL 200 mL
7.0 39.0 mL 61.0 mL 200 mL
8.0 5.3 mL 94.7 mL 200 mL

3.1.2.7. Glisin-NaOH Tamponu

Enzimlerin pH 9.0 ve 10.0 degerlerindeki aktivitelerini ve stabilitelerini
belirlemek i¢in kullanilmistir. Cizelge 3.7°de belirtilen 0.2 M Glisin (15.014 g/L)
ile 0.2 M NaOH (8 g/L) ¢ozeltilerinden uygun miktarlarda alinip son hacim 200
mL olacak sekilde distile su eklenmistir. (Temizkan ve Arda, 2008).
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Cizelge 3.7. Glisin-NaOH Tamponunun Icerigi

pH 0.2 M Glisin 0.2 M NaOH Son Hacim
9.0 50 mL 8.8 mL 200 mL
10.0 50 mL 32 mL 200 mL

3.1.2.8. Borax-NaOH Tamponu

Enzimlerin pH 11.0 ve 12.0’deki aktivitelerini ve stabilitelerini saptamak
icin kullanilmigtir. Tamponu hazirlamak i¢in 0.05 M Boraks (10.061 g/L)
cozeltisinden 50 mL alinarak {izerine, istenilen pH degeri elde edilinceye kadar,
uygun NaOH ¢ozeltisinden (0.2 M NaOH ve yiiksek pH degerleri i¢in 2 N NaOH)
yeterli hacimde eklenmis ve son hacim 200 mL olacak sekilde distile su ilave

edilmistir (Temizkan ve Arda, 2008).

3.1.2.9. Dinitro Salisilik Asit (DNS) Cozeltisi

Amilaz ve pullulanaz enzim reaksiyonlari sonunda agiga c¢ikan indirgen
seker miktarini belirlemek ve reaksiyonu durdurmak amaciyla kullanilmistir. 1 g
DNS 50 mL distile suda ¢oziildiikten sonra tizerine 30 g Na-K-Tartarat eklenip
sitilarak iyice karistirilir. Elde edilen karisima 20 mL 2 N NaOH ilave edilerek son
hacim distile su ile 100 mL'ye tamamlanir (Miller, 1959).

3.1.2.10. Glukoz Stok Cozeltisi
0.09 g glukoz 100 mL distile suda ¢oziilerek hazirlanmigtir. Glukoz
kalibrasyon grafigi icin gerekli olan ¢esitli glukoz konsantrasyonlarinin

hazirlanmas1 amaciyla kullanilmstir.
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3.1.2.11. Sigir Serum Albumini (BSA) Stok Cozeltisi
10 mg BSA 100 mL distile suda ¢oziilerek stok ¢ozelti hazirlanmigtir. Bu
stok c¢cozelti, BSA kalibrasyon egrisi igin gerekli olan farkli BSA

konsantrasyonlarinin hazirlanmasi amaciyla kullanilmistir (Bradford, 1976).

3.1.2.12. Renklendirme Cozeltisi

Renklendirme  ¢ozeltisi, karisimdaki — protein  konsantrasyonunun
belirlenmesinde kullanilmistir. Bu ¢6zeltiyi hazirlamak amaciyla 0.6 g Coomassie
Brillant Blue G-250 boyasi 1 litre %2’lik perklorik asitte ¢oziilmiistiir. Cozelti kaba
filtre kagidindan siiziiliip koyu renkli siseye aktarilmistir. Hazirlanan filtrattan bir
miktar alinarak 469 nm’de 6l¢iim yapilmistir. Okunan absorbans degeri 1.3-1.5

arasinda olmalidir (Spector, 1978; Bradford, 1976).

3.1.3. ince Tabaka Kromatografisinde Kullanilan Soliisyonlar
3.1.3.1. n-Butanol-Asetik Asit-Distile Su Cozeltisi

Amilaz ve pullulanaz enzimlerinin hidroliz iiriinlerinin saptanmasi amaciyla
yapilan ince tabaka kromatografisi analizinde yiiriitme soliisyonu (hareketli faz)
olarak kullanilmistir. n-Butanol-asetik asit-distile su, 3:1:1 (v/v/v) oraninda
kanistirilarak hazirlanmistir (Aygan ve ark, 2014; Arabaci, 2011; Shim ve ark,
2009; Kim ve ark, 1995).

3.1.3.2. %20'lik Siilfirik Asit (H2SO4)/Etil alkol Cozeltisi

Karisim, 80 mL etil alkol (%96) igerisine 20 mL H,SO. ¢ozeltisi (v/v)
eklenerek hazirlanmistir (Aygan ve ark, 2014; Arabaci, 2011; Shim ve ark, 2009;
Kim ve ark, 1995). TLC’de olusan reaksiyon tiriinlerinin goriiniir hle getirilmesi

amaciyla kullanilmustir.
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3.1.3.3. D-Glukoz Cézeltisi (%1, w/v)
Ince tabaka kromatografisinde son {iriinlerin tanimlanmas1 amaciyla standart

olarak kullanilmustir.

3.1.3.4. Maltoz Cozeltisi (%1, w/v)
Ince tabaka kromatografisinde son iiriinlerin tanimlanmas1 amaciyla standart

olarak kullanilmustir.

3.1.3.5. Maltotrioz Cozeltisi (%1, w/v)
Ince tabaka kromatografisinde son iiriinlerin tanimlanmas1 amaciyla standart

olarak kullanilmustir.

3.1.3.6. Maltodekstrin Cozeltisi (%1, w/v)
Ince tabaka kromatografisinde son {iriinlerin tanimlanmas1 amaciyla standart

olarak kullanilmustir.

3.1.4. SDS-PAGE Isleminde Kullamlan Soliisyonlar
3.1.4.1. Soliisyon A

Ayirict ve yigma jel hazirlanirken kullanilan bir ¢ozeltidir. 29.2 g Akrilamid
ve 0.8 g Bisakrilamid bir miktar distile suda ¢oziildiikten sonra son hacim distile su
ile 100 mL’ye tamamlanir. Monomer ¢6zeltisi koyu renkli sisede ve buzdolabinda

saklanir (Bollag ve ark, 1996).

3.1.4.2. Soliisyon B
Karigim, 75 mL 2 M Tris-HCI1 (pH 8.8), 4 mL %10’luk SDS ve 21 mL
distile su ile hazirlanir (Bollag ve ark, 1996). Ayirici jel hazirlanirken

kullanilmastir.
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3.1.4.3. Soliisyon C
Karisim, 50 mL 1 M Tris-HCIl (pH 6.8), 4 mL %10’luk SDS ve 46 mL

distile su ile hazirlanir (Bollag ve ark, 1996). Y1gma jel hazirlamada kullanilmigtir.

3.1.4.4. Amonyum Persiilfat (AMPS) (%10)

Poliakrilamid jellerde polimerizasyonu baslatict ajan olarak kullanilir. 0.5 g
AMPS 5 mL distile suda ¢o6zilerek hazirlanir. Her kullanimdan once taze
hazirlanmalidir (Bollag ve ark, 1996).

3.1.4.5. N, N, N°, N’-Tetrametiletilendiamin (TEMED)
Poliakrilamid jelin polimerizasyon reaksiyonunda katalizor olarak rol

oynamaktadir.

3.1.4.6. Ornek Yiikleme Tamponu (5X)
Analiz edilecek Orneklerin hazirlanmasinda kullanilmaktadir. 62.5 mM Tris
(pH 6.8), %2 SDS, %5 B-merkaptoetanol, %10 Gliserol ve %0.002 Bromfenol

mavisi karigimindan olusan bir tampondur (Zhang ve ark, 2009).

3.1.4.7. Elektroforez Tamponu (pH 8.3)
3 g Tris, 144 g Glisin ve 1 g SDS 1 L distile su iginde ¢oziilerek
hazirlanmistir (Bollag ve ark, 1996).

3.1.4.8. Jel Boyama Soliisyonu

Jeldeki protein bantlarinin boyanmasi amaciyla kullanilir. 1 g Coomassie
Brillant Blue R-250, 450 mL metanol igerisinde ¢oziiliip filtre kagidindan
stiziildikten sonra karigimin {lizerine 100 mL asetik asit ve 450 mL distile su

eklenerek hazirlanir (Bollag ve ark, 1996).
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3.1.4.9. Renk Giderim Soliisyonu

Jele yapisan fazla boyanin jelden uzaklagtirilmasi i¢in kullanilir. 100 mL
metanol, 100 mL asetik asit ve 800 mL distile su ile hazirlanir (Bollag ve ark,
1996).

3.1.4.10. Renatiirasyon Soliisyonlari

Soliisyon I: 50 mM Na,HPO4, 50 mM NaH,PO, (pH 7.2) ve %40 oraninda
izopropanol eklenerek hazirlanmistir (Burhan ve ark, 2003).

Soliisyon II: 50 mM Na;HPO; ile 50 mM NaH,PO, (pH 7.2) kullanilarak
hazirlanmistir (Burhan ve ark, 2003).

Soliisyon III: 50 mM Na,HPO4, 50 mM NaH,PO4 (pH 7.2), 5 mM B-
merkaptoetanol ve 1 mM EDTA’nin bilesiminden olusmaktadir (Burhan ve ark,
2003).

3.1.4.11. iyodin Soliisyonu

Amilaz enzimlerinin zimogram analizinde aktivite bantlarinin tespit edilmesi
i¢in kullanilan iyodin soliisyonu, 5 g iyot (I) ve 50 g potasyum iyodiiriin (KI) 1 L.
distile suda ¢oziilmesiyle hazirlanmistir (Aygan ve ark, 2014; Burhan ve ark,

2003).

3.1.4.12. Kongo Kirmzis1 Soliisyonu
Pullulanaz enzimlerinin zimogram analizinde elde edilen aktivite bantlarinin
goriiniir hale getirilmesi amactyla kullanilmistir. 1 g Kongo kirmizisinin 1 L distile

suda ¢oziilmesiyle hazirlanmistir (Moubasher ve ark, 2010).
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3.2. Metot
3.2.1. Bakteri izolasyonu ve Teshisi
3.2.1.1. Suslarin izolasyonu
Asidik ve noétral Bacillus sp. suslarinin izolasyonu i¢in farkli ortamlardan
alman toprak 6rnekleri 1’er gram tartilarak pH’1 5.0 ve 7.0 olan 50 mL’lik N1 s1v1
besi yerlerine inokiile edilip, 55°C ve 200 rpm'de 6 saat inkiibe edilmistir. Bakteri
iiremesi gerceklesen orneklere, sporlu bakterilerin izole edilmesi amactyla, 80°C’de
10 dakika siireyle 1s1 soku uygulanmistir (Arabaci, 2011; Lennette ve ark, 1985).
Ornekler 1s1 soku uygulamasindan sonra, 55°C ve 200 rpm'de 24 saat siireyle
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyondan sonra tek koloni elde etmek amaciyla
orneklerden seri sulandirmalar yapilmistir. Orneklerin seri sulandirmalarindan pH’1
5.0 ve 7.0 olan N1 agar besi yerlerine yayma ekim yapilmistir ve 55°C’de 1 gece
inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra Bacillus cinsine ait karakteristik morfolojik
goriiniime sahip olan koloniler ¢izgi ekim yontemiyle N1 agar besi yerlerine ekilip,
55°C’de inkiibasyona birakilmistir. N1 agar ortaminda iireyen 6rnekler stok kiiltiir

seklinde saklanmuslardir (Arabaci, 2011).

3.2.1.2. Bakteri Identifikasyonu

Bacillus sp. koloni morfolojisine sahip olan suslar secilerek amilaz ve
pullulanaz enzim aktivitelerine sahip olup olmadiklar1 belirlenmistir. Enzim tiretme
yeteneginde olan bakterilerin teshisi i¢in gram boyama, spor boyama, katalaz
aktivitesi gibi biyokimyasal testler yapilmistir (Ratanakhanokchai ve ark, 1999).

Gram pozitif, endospor ihtiva eden ve katalaz aktivitesine sahip olan amilaz
ve pullulanaz {ireticisi suslarin 16S ribozomal RNA analizi ile molekiiler
tammmlamalar1 ve Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) program

aracilifryla NCBI genbankasi veritabanina (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) kayitlari

yapilmigtir. NCBI veritabanindan onay numaralar1 alman suslarin filogenetik
agagclari cizilmistir.
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3.2.2. Bakterilerin Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi
3.2.2.1. Bakterilerin Kati Besi Yerindeki Amilaz ve Pullulanaz Aktivitelerinin
Belirlenmesi

Izole edilen Bacillus sp. suslari pH1 5.0 ve 7.0 olan M9 nisastali ve
pullulanli kat1 besi yerlerine ¢izgi ekim teknigiyle ayri ayri ekildikten sonra
55°C’lik etlivde 72 saat inkiibasyona birakilmustir.

Ureyen koloniler amilaz aktivitelerinin belirlenmesi igin iyot soliisyonu ile
boyanmistir. Amilaz enzimi sentezleyerek nisastay1 hidrolize eden kolonilerin
etrafinda seffaf hidroliz zonunun olusumu gozlemlenmistir. Hidroliz zonu
olusturan koloniler amilaz pozitif olarak degerlendirilmistir (Burhan ve ark, 2003;
Hols ve ark, 1994).

Pullulanaz aktivitesinin saptanmas1 amaciyla, {iretilen kolonilerin iizerine etil
alkol dokiilmiistiir. Etil alkolle muamele edilen petriler 1 saat siireyle derin
dondurucuda (-20°C) bekletilmistir. Etrafinda seffaf hidroliz zonu olusan koloniler
pullulanaz pozitif olarak degerlendirilmistir (Wei ve ark, 2014).

3.2.2.2. Bakterilerin Kat1 Besi Yerinde Uredigi, Amilaz ve Pullulanaz Enzim
Sentezini Gerceklestirdigi Optimum pH ve Sicaklik Araliginin Belirlenmesi

Organizmalarin {iredikleri sicaklik araligi ile amilaz ve pullulanaz enzim
sentezini gerceklestirdikleri pH araligimi saptamak amaciyla, amilaz ve pullulanaz
aktivitesi olan suslardan 5.0, 6.0, 7.0, 8.0 ve 9.0 pH degerlerine sahip M9 nisastali
ve pullulanl kati besi yerlerine ¢izgi ekimler yapilmistir. Ornekler 30, 35, 40, 45,
50, 55, 60, 65 ve 70°C’lerde 72 saat inkiibe edilerek tireyebildikleri pH ve sicaklik
araliklar1 ile enzim sentezleme yetenekleri belirlenmistir.

Nisasta igeren kat1 besi yerinde iireyen koloni ¢aplar dlgiildiikten sonra iyot
buharina tutulup olusan aktivite zon caplar1 olgiilerek enzim {iretiminin
gerceklestigi pH ve sicaklik araliklari belirlenmistir (Simair ve ark, 2017; Voget ve
ark, 2006; Burhan ve ark, 2003).
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Pullulanh kat1 besi yerinde {ireyen koloni ¢aplan dlgiildiikten sonra, etil alkol
muamelesiyle olusan hidroliz zon ¢aplar1 6l¢iilerek enzim tiretiminin gergeklestigi

pH ve sicaklik araliklar1 belirlenmistir (Wei ve ark, 2014; Ara ve ark, 1995).

3.2.2.3. Bakterilerin Sivi Besi Yerinde Uredigi, Amilaz ve Pullulanaz Enzim
Sentezinin Gerceklestigi Inkiibasyon Siirelerinin Belirlenmesi

Amilaz ve pullulanaz sentezleme yetenegindeki suslarin tiredikleri ve enzim
sentezini gerceklestirdikleri optimum inkiibasyon siirelerini belirlemek amaciyla
amilaz ve pullulanaz {ireticisi suslar siv1 besi yerinde analiz edilmistir.

Amilaz ve pullulanaz {ireticisi suslar pH’lar1 5.0 ve 7.0 olan M9 nisastali ve
pullulanli s1v1 besi yerlerinde 24 saat siireyle 6n inkiibasyona birakilmigtir. Bir
gecelik taze kiiltiirler ODgoo‘de okunarak bakteri yogunlugu saptanmustir. Kiiltiirler,
pH’lart 5.0 ve 7.0 olan M9 nisastali ve pullulanli sivi besi yerlerine %1 oraninda
inokiile edilmiglerdir. Hazirlanan karisimlar bakterilerin izolasyon sicakliginda
(55°C) ve 150 rpm’de 4 giin inkiibe edilmistir.

Inokiilasyon isleminden itibaren 0., 12., 24., 36., 48., 60., 72., 84. ve 96.
saatlerde sivi kiiltiirlerden 6rnek alinmigtir. Alinan 6rnekler 7500 rpm’de 20 dakika
siireyle santrifiij edilerek bakteriler uzaklastirilmigtir (Nithya ve ark, 2016; Wang
ve ark, 2016; Ozturk ve ark, 2013; Vijayalakshmi ve ark, 2012). Elde edilen
slipernatantlar ile standart amilaz ve pullulanaz aktivite tayinleri yapilmistir. Analiz
sonunda suslarin {iredikleri ve enzim iretiminin gerceklestirdikleri optimum

inkiibasyon siireleri belirlenmistir.

3.2.2.4. Bakterilerin Sivi Besi Yerinde Uredigi, Amilaz ve Pullulanaz Enzim

Sentezinin Gergeklestigi Optimum pH ve Sicaklik Araliginin Belirlenmesi
Bakterilerin s1v1 besi yerinde iiredigi, amilaz ve pullulanaz enzim sentezini

gerceklestirdigi optimum pH ve sicaklik araliklarinin saptanmasi amaciyla amilaz

ve pullulanaz {ireticisi suslar s1vi besi yerinde analiz edilmistir.

70



3. MATERYAL ve METOT Nihan ARABACI

Amilaz ve pullulanaz iireten suslar pH’lar1 5.0 ve 7.0 olan M9 nisastal1 ve
pullulanli s1v1 besi yerlerinde 24 saat siireyle On inkiibasyona birakilmigtir. Bir
gecelik taze kiiltlirler ODsoo'de okunarak bakteri yogunlugu saptanmuistir.

Enzim sentezlerinin gerceklestigi pH araliginin belirlenmesi i¢in, amilaz ve
pullulanaz iireticisi suslar pH’1 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0 ve 9.0 olan M9 nisastali
ve pullulanli siv1 besi yerlerine %5 oraninda inokiile edilmistir. Suslar, izolasyon
sicakliklarinda (55°C), 150 rpm’de ve her susa ait optimum inkiibasyon siirelerinde
iiremeye birakilmistir. Inkiibasyon sonunda her pH degerindeki 6rnek 7500 rpm’de
20 dakika siireyle santrifiij edilerek bakteriler uzaklastirilmistir. Elde edilen
stipernatantlar ile standart amilaz ve pullulanaz aktivite tayinleri yapilmistir ve
enzim sentezinin gerceklestigi optimum pH degerleri tespit edilmistir.

Enzim sentezini gergeklestirdigi pH degeri belirlenen amilaz ve pullulanaz
iireticisi  suslar, enzimlerin sentezlendigi sicaklik araliklarinin belirlenmesi
amaciyla tespit edilen optimum pH’larda ayr1 ayri hazirlanan M9 nisastali ve
pullulanl1 s1v1 besi yerlerine %5 oraninda inokiile edilmistir. Inokiilasyonu yapilan
ornekler 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65 ve 70°C’lerde ve 150 rpm’de, her susa ait
optimum {ireme siirelerinde inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda her
sicakliktaki kiiltiirlerden 6rnek alimip 7500 rpm’de 20 dakika santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonucu elde edilen siipernatantlar ile standart amilaz ve pullulanaz
aktivite tayinleri yapilip enzim sentezinin gergeklestigi optimum sicaklik degerleri

belirlenmistir (Wang ve ark, 2016; Hauli ve ark, 2013).

3.2.3. Enzim Uretimi
3.2.3.1. Siv1 Besi Yerinde Amilaz ve Pullulanaz Enzimlerinin Uretimi

Amilaz ve pullulanaz enzimlerinin elde edilmesi i¢in, secgilen amilaz ve
pullulanaz iireticisi suslar icerisinde uygun substratlar bulunan siv1 besi yerlerinde,
belirlenen optimum sicaklik, pH ve inkiibasyon siirelerinde iiretilmislerdir.

Kiltiirler 7500 rpm’de 20 dakika siireyle 4°C’de santrifiij edilmistir ve
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siipernatantlar steril siselere aktarilmistir. Elde edilen siipernatantlar sonraki
caligmalarda ham enzim kaynagi olarak kullamilmistir (Simair ve ark, 2017;

Vijayaraghavan ve ark, 2015; Li ve ark, 2013; Samah ve ark, 2005).

3.2.3.2. Amilaz ve Pullulanaz Enzimlerinin Kati Besi Yerindeki Aktiviteleri
Elde edilen siipernatant enzimlerden 100’er pL alinarak, optimum pH
degerlerinde hazirlanmis nigastali ve pullulanli agar besi yerlerine damlatilmisgtir.
Enzimlerin damlatildigr petriler enzimlerin {iretildigi optimum sicaklik ve
inkiibasyon siirelerinde inkiibe edilmistir. Besi yerlerinde olusan hidroliz zonlarina
gore, elde edilen enzimlerin aktivite dogrulama testleri gergeklestirilmistir (Aygan

ve ark, 2014; Arikan, 2008).

3.2.3.3. Amilaz ve Pullulanaz Enzimlerinin Aktivite Tayin Yontemi

Amilaz ve pullulanaz enzim aktivitesinin saptanmasi igin enzimlerin
optimum aktivite gosterdikleri pH degerinde ayr1 ayr1 hazirlanmig ve igerisinde %1
nisasta ile %1 pullulan bulunan tamponlar kullanilmistir.

Enzimlerin aktivite tayini igin, 0.5 mL siipernatant (enzim kaynagi) ve 0.5
mL substrath tampon karistirilip enzimin optimum aktivite sicakliginda 60 dakika
siireyle su banyosunda inkiibasyon gerceklestirilmistir. Inkiibasyon sonunda ortama
esit miktarda (1 mL) 3,5-Dinitrosalisilik asit (DNS) ayirac1 eklendikten sonra
reaksiyon karigimlart 5 dakika siireyle kaynatilmistir (Deljou ve Arezi, 2016;
Dawood ve ark, 2015; Anto ve ark, 2006; Miller, 1959). Cesme suyunda sogutma
islemi yapildiktan sonra amilaz i¢in 550 nm (Aygan ve ark, 2014; Burhan ve ark,
2003; Gessesse ve Gashe, 1997), pullulanaz i¢in 540 nm dalga boyunda (Liu ve
ark, 2016; Wei ve ark, 2014; Shankar ve ark, 2014) kore kars1 spektrofotometrik
6l¢iim yapilmustir. Kor, enzimlerin iiretildigi besiyeri ve substrathi tampon ile DNS

karisimindan olusmaktadir.
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3.2.3.4. Kalibrasyon Egrisinin Hazirlanmasi ve Enzimlere Ait Unite
Degerlerinin Hesaplanmasi

Enzim tinite miktarinin bulunmasi igin gerekli olan glukoz kalibrasyon
egrisini olusturmak amaciyla 0.09 g/100mL konsantrasyonda glukoz stok ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Analiz i¢in Cizelge 3.8’deki gibi hazirlanan 6rneklerin her birinden
1 mL almarak tiiplere aktarilmistir ve iizerlerine 3’er mL DNS c¢ozeltisi ilave
edildikten sonra tiipler 10 dakika kaynar su banyosunda bekletilmistir. Su
banyosundan ¢ikarilan tiipler ¢esme suyunda sogutulduktan sonra her bir tiipe 8
mL distile su eklenmistir. Her glukoz degerine karsi olusan absorbans degerinin
bulunmas: i¢in 540 nm dalga boyunda kore karsi spektrofotometrik 6l¢iim
yapilmigtir. Glukoz konsantrasyonlarina (mg/mL) karsi elde edilen absorbans

degerleri kullanilarak kalibrasyon egrisi olusturulmustur.

Cizelge 3.8. Glukoz Kalibrasyon Grafiginin Hazirlanmasi
Ornek | Ornek | Ornek | Ornek | Ornek

Kor
1 2 3 4 5
Glukoz stok c¢ozeltisi (mL) 0 0.2 04 0.6 0.8 1
dH20 (mL) 2 1.8 1.6 1.4 1.2 1

Hazirlanan ¢ozeltinin
0 0.09 0.18 0.27 0.36 0.45
konsantrasyonu (mg/mL)

Standart glukoz grafigi olusturulduktan sonra enzim aktivitesi asagida

verilen formiil ile hesaplanmigtir:

WxVx1000

—VE il

W : Acgiga ¢ikan glukoz miktar1 (ODs4o/Standart grafikten elde edilen egim)

Enzim Aktivitesi =

VE : Enzim hacmi (mL)
V : Reaksiyon ¢ozeltisi hacmi (mL)

t : Reaksiyon siiresi (dakika)
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Bir {inite (U) amilaz veya pullulanaz aktivitesi, enzimin optimum sicaklik ve
pH degerinde, nisasta veya pullulandan 1 dakika sonunda 1 pmol glukoz olusturan

enzim miktar1 olarak ifade edilir (Miller, 1959).

3.23.5. BSA Kalibrasyon Egrisinin Hazirlanmasi ve  Protein
Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Enzim c¢ozeltilerinin igerdigi protein miktari, sigir serum albumini (BSA)
kullanilarak Bradford metoduna gore belirlenmistir (Bradford, 1976). 10 mg BSA
100 mL distile suda ¢oziilerek BSA grafigi hazirlamada kullanilacak olan stok
¢oOzelti elde edilmistir.

Protein miktarlariin belirlenmesi i¢in, Cizelge 3.9‘da belirtildigi gibi
hazirlanan 6rneklerin her birinden 1 mL alinarak tiiplere aktarilmistir ve {izerlerine
1 mL renklendirme ¢ozeltisi ilave edilmistir. Elde edilen karigimlarin 595 nm dalga
boyunda kore karsi absorbans degerleri elde edilmistir. Her BSA konsantrasyonuna
(ug/mL) kars1 okunan absorbans degerleri ile egri cizilerek kalibrasyon grafigi elde

edilmistir.

Cizelge 3.9. BSA Kalibrasyon Grafiginin Hazirlanmasi
Ornek | Ornek | Ornek | Ornek | Ornek

1 2 3 4 5

Kor

BSA stok cozeltisi (mL) 0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

dH,0 (mL) 2 1.9 1.8 1.7 1.6 1.5

Hazirlanan ¢ozeltinin
0 5 10 15 20 25
konsantrasyonu (ng/mL)
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3.2.4. Enzim Karakterizasyonu
3.2.4.1. Amilaz ve Pullulanaz Enzimlerinin Aktivite Gosterdigi Optimum pH
Degerlerinin Belirlenmesi

Optimum pH degerlerinin saptanmasi icin 0.1 M Sitrat-Fosfat (pH 3.0, 4.0,
5.0), 0.1M Fosfat (pH 6.0, 7.0, 8.0), 0.1 M Glisin-NaOH (pH 9.0, 10.) ve 0.1 M
Borax-NaOH (pH 11.0, 12.0) tamponlar1 kullanilmistir (Wang ve ark, 2016; Zhang
ve ark, 2016; Dawood ve ark, 2015; Hauli ve ark, 2013; Vishnu ve ark, 2006).

Enzimlerin optimum pH degerlerinin saptanmasi i¢in ¢esitli pH degerlerinde
hazirlanan, icerisinde %1 nisasta ve %1 pullulan bulunan tampon c¢ozeltiler
kullanilarak aktivite analizi yapilmistir.

Enzim reaksiyonu icin 0.5 mL siipernatant (enzim kaynagi) ve 0.5 mL
substratli pH tamponu karistirilip enzimin {iretildigi sicaklikta 60 dakika inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda reaksiyon karigtmina esit miktarda DNS ayiraci
eklenerek karigim 5 dakika siireyle kaynatilmigtir. Sogutma isleminden sonra
amilaz enzimi i¢in 550 nm, pullulanaz enzimi i¢in 540 nm dalga boyunda UV
visible spektrofotometre kullanilarak kore karsi Ol¢liim yapilmistir ve absorbans
degerleri elde edilmistir (Vishnu ve ark, 2006; Roy ve ark, 2003). En yiiksek
absorbans degerinin elde edildigi pH’nin absorbans degeri 100 kabul edilmistir.
Diger pH’lardan elde edilen absorbanslar optimum degere gore oranlanip, rolatif
enzim aktivitesi belirlenmistir (Mrudula ve ark, 2011; Burhan ve ark, 2003;

Gessesse ve Gashe, 1997).

3.2.4.2. Amilaz ve Pullulanaz Enzimlerinin Aktivite Gosterdigi Optimum
Sicaklik Degerlerinin Belirlenmesi

Enzimin optimum aktivite gosterdigi sicaklik degerinin belirlenmesi
amaciyla optimum aktivitenin elde edildigi pH degerine sahip 0.5 mL substrath
tampon ve 0.5 mL enzim igeren reaksiyon karigimi 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve
100°C sicakliklarda 60 dakika inkiibe edilmistir (Kunamneni ve ark, 2006).
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Inkiibasyon sonunda reaksiyon karisimina esit hacimde DNS ¢ozeltisi eklenerek 5
dakika kaynatma islemi uygulanmistir. Amilazlar i¢in 550 nm, pullulanazlar i¢in
540 nm dalga boyunda UV visible spektrofotometrede kore karsi dlglim yapilmistir
(Wei ve ark, 2014; Aygan, 2008).

En yiiksek absorbans degerinin elde edildigi sicaklik 100 kabul edilerek
diger sicakliklardan elde edilen veriler optimum degere gore oranlanmis ve rolatif

enzim aktivitesi hesaplanmistir (Arabaci, 2011; Burhan ve ark, 2003).

3.2.4.3. Amilaz ve Pullulanaz Enzimlerinin pH Stabilitelerinin Belirlenmesi

pH stabilitelerinin belirlenmesi amaciyla, amilaz ve pullulanaz enzimleri pH
3.0-11.0 araligindaki degerlerde hazirlanmis substratsiz pH tamponlariyla 24 saat
stireyle oda sicakliginda 6n inkiibasyona birakilmistir (Wei ve ark, 2014; Kalpana
ve Pandian, 2014; Aygan, 2008; Behal ve ark, 2006).

Stabilite analizi i¢in 6n islem gérmiis amilaz ve pullulanaz enzimlerinden 0.5
mL ve substrath optimum pH tamponu ¢ozeltisinden 0.5 mL karigtirilmustir.
Reaksiyon karigimi optimum aktivitenin gerceklestigi sicaklikta 60 dakika siireyle
inkiibe edildikten sonra standart aktivite analizi yapilmistir. Baglangic enzim
aktivitesinin saptanmasi i¢in On islemden ge¢memis enzimler ile aktivite analizleri
yapilip, elde edilen sonug 100 olarak degerlendirilmistir. Farkli pH degerlerinde 24
saatlik On islemden gecirilen enzimlerden elde edilen aktivite sonuglari ile
enzimlerin orjinal aktivite sonuglar1 karsilagtirilarak her bir pH i¢in kalan enzim
aktiviteleri bulunmustur (Ozturk ve ark, 2013; Arabaci, 2011; Burhan ve ark,
2003).

3.24.4. Amilaz ve Pullulanaz Enzimlerinin Sicakhk Stabilitelerinin
Belirlenmesi
Termal stabilitenin belirlenmesi amaciyla, amilaz ve pullulanaz enzimleri

30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 ve 110°C sicakliklarda 60 dakika siireyle 6n
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inkiibasyona birakilmistir (Emtenani ve ark, 2015; Kalpana ve Pandian, 2014). On
islemden ge¢mis enzimlerden 0.5 mL alinarak 0.5 mL substratli optimum pH
tamponuyla karigtirilmigtir. Reaksiyon karigimi enzimlerin optimum aktivite
sicakliginda 60 dakika inkiibe edildikten sonra standart aktivite analizleri
yapilmistir (Emtenani ve ark, 2015; Wei ve ark, 2014; Aygan, 2008).

Orijinal enzim aktivitesinin saptanmasi i¢in kontrol olarak o6n islem
gormemis enzim kullanilmistir. Bu analizden elde edilen sonu¢ 100 kabul
edilmistir. On inkiibasyon isleminin gerceklestirildigi her sicaklik degerinden elde
edilen sonuglar, enzimlerin baglangi¢ aktivite degerlerinden elde edilen sonuglarla
oranlanarak % kalan enzim aktivitesi hesaplanmigtir (Arabaci, 2011; Burhan ve

ark, 2003; Mehrotra ve ark, 1999; Gessesse ve Gashe, 1997).

3.2.4.5. inhibitor, Selator, Metal iyonu, Deterjan ve Okside Edici Ajanlarin
Amilaz ve Pullulanaz Enzim Aktivitesine Etkisinin Belirlenmesi

Cesitli kimyasallarin amilaz ve pullulanaz enzimleriyle etkilesimlerinin
belirlenmesi amaciyla iki farkli konsantrasyonda hazirlanan kimyasallar (1 mL) ile
amilaz ve pullulanaz enzimleri (1 mL) ayn ayn karistirilarak siispansiyonlar
hazirlanmigtir. NA1 alkali amilaz ve NP1 asidik pullulanaz i¢in 50°C, NA2 asidik
amilaz ve NP2 alkali pullulanaz igin 60°C’de 60 dakika siireyle 6n inkiibasyon
gerceklestirilmistir (Arabact, 2011; Aygan, 2008).

Inhibitor, selatdr, metal iyonu, deterjan ve okside edici ajan olarak PMSF,
EDTA, CaCl,, MgCl,, CuCl,, ZnCl,, BaCl,, MnCl,, CoCl; ve HgCl, ( 5 mM ve 10
mM), iire (4M ve 8M), SDS, TritonX-100, Tween20, Tween80, B-Merkaptoetanol
ve H20z (%1 ve %5 konsantrasyonda) kullanilmistir (Zhang ve ark, 2016; Behal ve
ark, 2000).

On islem gormiis amilaz ve pullulanaz enzimlerinden 0.5 mL alinarak 0.5
mL substrath optimum pH tamponuyla kanstirilmis ve optimum aktivite

sicakliginda 60 dakika inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonrasinda standart
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aktivite analizleri yapilmistir. Baslangi¢ enzim aktivitesinin saptanmasi i¢in on
islemden gecmemis enzimler 100 olarak kabul edilmistir. On islem uygulamas:
yapilan drneklerden elde edilen degerler orijinal aktivite ile karsilastirilarak kalan

enzim aktivitesi hesaplanmistir (Zhang ve ark, 2016; Arabaci, 2011; Arikan, 2008).

3.2.4.6. NaCl’iin Amilaz ve Pullulanaz Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisinin
Belirlenmesi

NaCl’iin enzim aktivitesine etkisini arastirmak i¢in %1, 5, 10 ve 15'lik NaCl
cozeltileri kullanilmistir. Enzimler ve gesitli konsantrasyonlarda hazirlanmis NaCl
cozeltileri (1:1 mL) karigtirilarak NA1 alkali amilaz ve NP1 asidik pullulanaz i¢in
50°C, NA2 asidik amilaz ve NP2 alkali pullulanaz i¢in 60°C’de 60 dakika 6n
inkiibasyon gerceklestirilmistir. On islem uygulanan enzimler ile optimum pH
degerine sahip susbtratli tampon esgit hacimda (0.5 ml enzim+(0.5 ml substrat)
karigtirilmigtir. Reaksiyon karisimlart enzimlerin optimum aktivite sicakliklarinda
60 dakika inkiibe edildikten sonra standart enzim aktivitesi analizleri
gerceklestirilmistir. On islem gérmemis amilaz ve pullulanaz enzimleri ile standart
aktivite analizleri yapilarak baslangi¢ enzim aktiviteleri belirlenmistir (kontrol) ve
bu deger 100 olarak kabul edilmistir (Aygan, 2008). On islem uygulamasi yapilan
orneklerden elde edilen degerler orijinal aktivite ile karsilagtirilarak kalan enzim
aktivitesi hesaplanmigtir (Kahar ve ark, 2016; Arabaci, 2011; Arikan, 2008;

Pomares ve ark, 2003).

3.24.7. ince Tabaka Kromatografisi (TLC) ile Hidroliz Uriinlerinin
Belirlenmesi

Amilaz ve pullulanaz enzimlerinin hidroliz {irlinleri ince tabaka
kromatografisi (TLC) ile analiz edilmistir. TLC analizi igin TLC Silica Gel 60 Fas4
(Merck) kromatografi plakalar kullanilmistir.
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Amilaz ve pullulanaz enzimleri, her enzimin optimum aktivitesinin elde
edildigi pH tamponlarinda hazirlanan ve %1, 2, 4 nigasta ve pullulan iceren substrat
cozeltileriyle optimum aktivite sicakliklarinda 24 saat siireyle inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyondan sonra reaksiyon karisimlarindan ornekler alinarak
(15-20 puL) TLC plakalar iizerine aktarilmistir. Aciga ¢ikan son iiriinleri saptamak
amaciyla glukoz (G1), maltoz (G2), maltotrioz (G3) ve maltodekstrin (G4) standart
cozeltileri (%1) reaksiyon {irlinleriyle birlikte plakalara yiiklenmistir (5 pL)
(Zareian ve ark, 2010; Roy ve ark, 2003).

Olusan reaksiyon iiriinlerinin birbirinden ayrilabilmesi i¢in, hazirlanan
plakalar o6rneklerin yiiklendigi kenardan itibaren dik bir sekilde n-butanol: asetik
asit: su (3:1:1) yliriitme ¢ozeltisine batirilmistir. Bu sayede molekiillerin silika jelde
goc etmeleri saglanmistir (Emtenani ve ark, 2015). Bu islem kapali hazne
ortaminda yaklasik 6 saat siireyle gerceklestirilmistir. Yiriitme islemi
tamamlandiktan sonra plakalar oda sicakliginda kurumaya birakilmigtir. Plakalar
kuruduktan sonra hidroliz {irlinlerinin goriiniir hédle gelmesi igin plakalara %20’lik
silfiirik asit (H2SOg)-etilalkol (v/v) ¢ozeltisi piiskiirtiilerek boyama islemi
gergeklestirilmistir (Zareian ve ark, 2010). Bu uygulamanin hemen ardindan TLC
plakalart 120°C’lik firina konulup, yaklasik 20-30 dakika siireyle kurutulmustur
(Aygan, 2008).

3.2.4.8. SDS-PAGE Yontemi ile Zimogram Analizi

Amilaz ve pullulanaz enzimlerinin molekiiler agirliklarin1 belirlemek ve
zimogram analizlerini gergeklestirmek icin Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid
Jel Elektroforez (SDS-PAGE) yontemi kullanilmistir.

NAT alkali ve NA2 asidik amilaz enzimlerinin zimogram analizini yapmak
ve molekiiler agirliklarini saptamak amaciyla, icerisinde %1 nigasta (w/v) bulunan
%10’luk ayiric1 jel kullamilmustir (Arabaci, 2011). NP1 asidik ve NP2 alkali

pullulanaz enzimlerinin zimogram analizini yapmak ve molekiiler agirliklarinin
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belirlemek amaciyla, %1 pullulan (w/v) iceren %8’lik ayirici jel kullanilmistir
(Yang ve ark, 2004).

Amilaz enzimleri i¢in %10’luk ayirici jelin hazirlanmasinda, 6.5 mL SolA, 5
mL SolB, 8.5 mL distile su, %1 nisasta kullanilmistir. Pullulanaz enzimleri i¢in 5.4
mL SolA, 5 mL SolB, 9.6 mL distile su, %1 pullulan iceren %8’lik ayirict jel
karisimi hazirlanmastir.

Amilaz enziminin analiz edildigi %10’luk jel karisimina degaz isleminden
sonra 66 pL AMPS ve 20 pL TEMED eklenerek jel cam plakalar arasina
dokiilmiistiir. Daha sonra jelin {ist yiizeyi distile su ile kapatilarak polimerizasyona
brrakilmustir.

Pullulanaz enziminin analiz edildigi %38’lik jel karisimina degaz isleminden
sonra 100 puL AMPS ve 10 uL TEMED ilave edilmistir. Karisim cam plakalar
arasina dokiilerek st yiizeyi distile su ile kapatilmistir ve polimerizasyon
gerceklestirilmistir (Aygan, 2008).

Ayirict jel polimerize olduktan sonra %35 konsantrasyonda yigma jel karigimi
(1.75 mL SolA, 2.25 mL SolC, 5 mL distile su, 20 pL. AMPS, 7.5 pnL. TEMED)
hazirlanarak polimerize olmus olan ayirici jel iizerine dokiilmiistiir. Jelde,
orneklerin yiiklenecegi kuyucuklarin olugmasi amaciyla yigma jel polimerize
olmadan evvel cam plakalar arasina elektroforez taragi yerlestirilmis ve oda
sicakliginda yaklasik 60 dakika siireyle polimerizasyon gergeklestirilmistir (Burhan
ve ark, 2003; Coral ve ark, 2002; Bollag ve ark, 1996;).

Polimerizasyondan sonra jelde olusan kuyucuklara, oOrnek ylikleme
tamponuyla karigtirllmis enzim Orneklerinden 75 pL yiiklenmistir. Enzimlerin
molekiil agirliklarinin belirlenmesi amaciyla kuyucuklardan birine 10 pL marker
protein (Thermo Scientific Prestained Protein Molekiiler Weight Marker (Lot:
00427944) 120, 90, 50, 34, 26, 20 kDa) konulmustur. Elektroforez islemi siiresince
jele 10 mA akim uygulanmustir. Izleme boyasi ayirici jelin bitis noktasina

ulagmadan elektroforez islemi sonlandirilmistir (Goziikara, 2009; Aygan, 2008).
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Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra jeller cam plakalar arasindan
¢ikarilmistir. Daha sonra marker proteininin bulundugu ilk kisim jelden kesilerek
cikartilmig ve boyama c¢ozeltisine konularak proteinlerin boyanmasi igin 2 saat
boyama islemi yapilmistir. Bu siire sonunda jel birka¢ kez distile suyla yikandiktan
sonra jel renk giderim soliisyonuna konulmustur. 1 gece siireyle protein disindaki
yapilara baglanmis boyanin giderim islemi gerceklestirilmistir. Bu siire sonunda
jel, bantlarin daha net goriinmesi i¢in %]1'lik gliserol ¢ozeltisinde bekletilmistir
(Aygan, 2008).

Jeldeki aktivite bantlarinin saptanmasi amaciyla 6rneklerin bulundugu diger
jel parcalar renatiirasyon islemlerinden gecirilmistir. Renatiirasyon uygulamasi ii¢
farkli ¢ozelti kullanilarak, farkli sicaklik ve siirelerde jeldeki SDS’nin
uzaklastirilmasi i¢in gerceklestirilen bir islemdir. Bu amagla, jel oda sicakliginda 1
saat sollisyon-I, 1 saat soliisyon-1I ve +4°C'de bir gece soliisyon-IlI'te inkiibe
edilmistir. Renatiirasyon isgleminden sonra jel cam plaka ilizerine alinarak hava
almayacak sekilde stre¢ film ile kaplanip, enzimlerin optimum aktivite
gosterdikleri sicaklikta 24 saat inkiibasyona birakilmistir (Burhan ve ark, 2003).

Inkiibasyondan sonra nisastal1 jeller iyodin soliisyonuyla boyanarak amilaz
enzimlerinin aktivite bolgeleri ve molekiiler agirliklart belirlenmistir (Arabaci,
2011; Aygan, 2008). Pullulanlh jeller ise, oncelikle 30 dakika siireyle Kongo
kirmizisi (1 g/L) ile boyanmugtir. Daha sonra 15 dakika iyodin soliisyonunda (5 g/L
iyot ve 0.5 g/L potasyum iyodiir) bekletilerek aktivite bantlar1 ve enzimlerin

molekiiler agirliklar1 belirlenmistir (Aygan ve ark, 2014; Moubasher ve ark, 2010).

3.2.5. Enzim Denemeleri
3.2.5.1. Enzimlerin Yikama Performans Analizleri

Amilaz ve pullulanaz enzimlerinin biyo-deterjan formiilasyonunda
kullanilabilirliklerini saptamak amaciyla enzimlerin yikama performans analizleri

yapimistir. Bu amagla, oncelikle 4x4 cm biiyiikliigliinde kesilmis beyaz renkli
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pamuklu kumas parcalari yemek sosu (Heinz, American Steak Souce), bebek
mamasi (Herobaby, Karisik Meyveli ve Yulafli) ve cikolata (Ulker, Siitlii Cikolata)
ile lekelenmistir. Lekelerin kurumasi ve kumaslara niifuz etmesi icin lekeli kumas
parcalart 1 gece oda sicakliginda bekletilmistir. Yikama performanslarini test
etmek i¢in 3 farkli lekenin uygulanmis oldugu kumas pargalari, sirasiyla ve ayri
ayr1, asagida anlatildigr sekilde hazirlanmig karisimlarin bulundugu beherlere
konulmustur:

1. Yalnizca 25 mL ¢esme suyu iceren beherler

2. %1 (v/v) oraninda ticari deterjan (Ariel marka sivi camasir deterjani)
iceren cesme suyu bulunan ve toplam hacmi 25 mL olan karisimin bulundugu
beherler,

3. 500 U/mL enzim ve ¢esme suyundan olusan 25 mL’lik karisimlarin
bulundugu beherler,

4. %1 (v/v) ticari deterjan, S00U/mL enzim ve ¢esme suyu igeren toplam 25
mL karigimin bulundugu beherler.

Yukardaki sekilde hazirlanan ve igerisinde lekeli kumaslarin bulundugu
beherler her enzimin kendi optimum sicakliginda 1 saat siireyle 100 rpm/dk hizdaki
calkalayici  sistem  kullanilarak inkiibe edilmistir.  Inkiibasyon  siiresi
tamamlandiktan sonra kumas pargalar1 beherlerden alinarak ¢esme suyuyla
durulanmig ve oda sicakliginda kurumaya birakilmistir. Enzimlerin leke ¢ikarma
kapasiteleri sadece ¢esme suyunda bekletilen lekeli kumaglar, herhangi bir islem
gormemis lekeli kumaslar ve lekesiz kumaglarla kiyaslanarak gorsel olarak

belirlenmistir (Roohi ve ark, 2013; Roy ve ark, 2012).

3.2.5.2. Nisastanin Sivilastirilmasi
Nisasta s1vilagtirma denemeleri i¢in her enzimin optimum aktivite gosterdigi
pH tamponunda hazirlanmis %5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 ve 50 oraninda

nisasta iceren karisimlardan 4 mL alinarak {izerine 1 mL siipernatant (amilaz ve
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pullulanaz enzim kaynagi) eklenip, 2 saat siireyle enzimlerin optimum aktivite
gosterdikleri sicakliklarda inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon sonunda reaksiyon tiiplerinde gergeklesen sivilasma davranisi ve
orijinale gbre olusan sivilasma sonucu meydana gelen renk degisimi dikkate
almarak enzimin sivilastirma yetenegi belirlenmistir. Reaksiyon sonunda tiipler alt
iist edilerek orijinale gore olusan akicilik, sivilagtirma orani igin kriter olarak
almmustir. Ayrica endiistriyel uygulamada hizli karar vermek i¢in standart
uygulama olan ve agiga ¢ikan % glukoz degerini gdsterme prensibine gore calisan,

BriX sistemi ile sivilastirma ve ortaya ¢ikan glukoz degeri saptanmustir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Bakteri izolasyonu ve Teshisine Ait Bulgular
4.1.1. Suslarin izolasyon Bulgular

Farkli toprak orneklerinden 1s1 soku uygulamasi ile izole edilen ve koloni
morfolojisi goriiniimiine gore Bacillus cinsine ait oldugu degerlendirilen toplam 324
bakteri amilaz ve pullulanaz enzim taramasi i¢in kullanilmustir.

Izole edilen toplam 324 susun 196’s1 nétral, 128’1 asidik kosullarda iireme
ozelligi gostermistir. Izole edilen 196 nétral susun 97°si amilaz pozitif, 36’s1
pullulanaz pozitif 6zellik gosterirken, 128 asidik susun 28’i amilaz pozitif, 13’
pullulanaz pozitif olarak belirlenmistir. Secilen sporlu bakterilerden nétral
kosullarda iireyenlerin orani ortalama %60.5 olarak hesaplanmistir. Buna karsilik
asidik kosullarda iireme yetenegine sahip olan 6rneklerin orani ortalama %39.5’tur.

Notral suslar icerisinde amilaz pozitif 6zellikteki 6rneklerin orani yaklasik
%49.5 iken, pullulanaz aktivitesi gosteren suslarinki yaklasik %18.4’tliir. Amilaz ve
pullulanaz iiretme yeteneginde olmayan suglarin orani ise yaklasik %32.1 olarak
hesaplanmistir.

Asidik kosullarda iireyen toplam 128 sustan amilaz {iretme yetenegine sahip
olanlarin orani1 yaklagik %21.8, pullulanaz sentezleme 6zelligi bulunanlarinki ise
yaklasik %10.2 olarak hesaplanmistir. Amilaz ve pullulanaz sentezleme yetenegi
olmayanlarin oran1 ortalama %68’dir.

Asidik ve nétral kosullarda iireyen ve aktivite zon ¢apina gore en iyi amilaz
ve pullulanaz {ireticisi olduklar1 belirlenen 4 adet susun, enzimlerin {iretiminde

kullanilmak iizere, stok kiiltiirleri yapilmistir.

4.1.2. Bakterilerin identifikasyon Bulgular
Secilen suslar, beyaz renkli ve dalgali kenarli koloni morfolojisine sahip, gram

pozitif, cubuk sekilli, katalaz pozitif, aecrob ve endospor olusturan tipik Bacillus
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goriiniimlii bakteriler olarak belirlenmislerdir (Sekil 4.1, 4.2, 4.3, 4.4, 4.5, 4.6, 4.7
ve 4.8).
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Sekil 4.3. Geobacillus thermoleovorans NP1 Susunun Gram
Mikroskop Goriintiisii

Boyamasina Ait

Sekil 4.4. Anoxybacillus rupiensis NP2 Susunun Gram Boyamasina Ait Mikroskop
Goriintiisti
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Sekil 4.5. Aerzbaczllus pallidus NAl Susunun Spor Boyamasma Ait Mlkroskop
Gortintiisti

Sekil 4.6. Geobacillus lituanicus NA2 Susunun Spor Boyamasina Ait Mikroskop
Goriintlisii
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Sekil 4.7. Geobacillus thermoleovorans NP1 Susunun Spor Boyamasina Ait
Mikroskop Goriintiisii

Sekil 4.8. Anoxybacillus rupiensis NP2 Susunun Spor Boyamasina Ait Mikroskop
Goriintiisi
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Enzim iiretiminde kullanilmak {izere se¢ilen suslarin 16S rRNA analizine gore
gerceklestirilen molekiiler tanimlama deneyleri BM Laboratuvar Sistemleri firmasi
tarafindan Sanger Dideoksi Sekanslama teknigi kullanilarak gergeklestirilmistir.
Sekanslama sonucu tir diizeyinde tanimlanan suslar, National Center for
Biotechnology Information (NCBI) gen bankasi veritabanina kaydedilerek her sus

i¢in ayr1 ayri erisim numaralart alinmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Izole Edilen Suslarin Tiir Ismi, NCBI Veritabanindaki Erisim
Numaralari ve Intenet Erisim Adresleri
NCBI Erisim Numarasi ve

Sus Adi .
Internet Erisim Adresi

MF355419

Aeribacillus pallidus NA1
www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MF355419.1

MF355417

Geobacillus lituanicus NA2
www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MF355417.1

MF355416

Geobacillus thermoleovorans NP1
www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MF355416.1

MF355418

Anoxybacillus rupiensis NP2
www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MF355418.1

Susglarin evrimsel tarihleri, UPGMA metodu kullanilarak ¢ikarilmig (Sneath
ve Sokal, 1973), evrimsel analizleri ise MEGAG6'da yapilmistir (Tamura ve ark,
2013).

Aeribacillus  pallidus NA1, Geobacillus lituanicus NA2, Geobacillus
thermoleovorans strain NP1 ve Anoxybacillus rupiensis NP2 suslarina ait filogenetik

agaclar Sekil 4.9, 4.10, 4.11 ve 4.12’de gosterilmistir.
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25 LC107513 A pallidus strain UICC B-81
449‘—: KP010251 A pallidus strain ET225
MF355413 A pallidus strain NA1
GU459252 A pallidus strainfm3

IMF040284 A pallidus strainLMB3G70
KJ722451 A pallidus strain 21KAM21

Tl
28 HM030740 A pallidus strainB1

Sekil 4.9. Aeribacillus pallidus NA1 Susuna Ait Filogenetik Agac

26 —— JX298768 G.lituanicus strain GMQ1
il ——— KY433304 Geobacillus sp. strain 02104
FN666246 G.lituanicus strain AE8
MF355417 G. lituanicus strain NA2
AB919095 G.lituanicus strain NST1-7
70 L——————— AY608945 G.lituanicus strain BGSCW9A89

Sekil 4.10. Geobacillus lituanicus NA2 Susuna Ait Filogenetik Agac

75 MF355416 G.thermoleovorans strain NP1
—|: LT617085 B.thermoamylovorans isolate ms2R0 5
FN666260 B.thermoamylovorans strain R-7764
—75|: JQ415992 B.thermoamylovorans strainTN20

JQ670744 B.thermoamylovorans strain LZS-4B.1

100

KX453952.1 B.thermoamylovorans strain185.1

Sekil 4.11. Geobacillus thermoleovorans NP1 Susuna Ait Filogenetik Agag
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{ MF355418 A rupiensis strain NP2
5 AMIBETTE Arupiensis strain R-32637
JXG73944 Arupiensis strainWV-4

{ JX914493 A rupiensis strainFZWP-10

—— KY4338582 Acrupiensis strain N13
3l KY433866 Acrupiensis strainf13

KC759325 A rupiensis strainTSSC4

Sekil 4.12. Anoxybacillus rupiensis NP2 Susuna Ait Filogenetik Agag

4.2. Bakterilerin Ureme ve Enzim Sentezleme Yeteneklerine Ait Bulgular
4.2.1. Bakterilerin Kat1 Besi Yerinde Uredigi, Amilaz ve Pullulanaz Sentezledigi
Optimum pH ve Sicakhiklara Ait Bulgular

Enzim {iretimi ve karakterizasyonu i¢in secilen Aeribacillus pallidus NA1,
Geobacillus lituanicus NA2, Geobacillus thermoleovorans NP1 ve Anoxybacillus
rupiensis NP2 seklinde tanimlanan notral ve asidik enzim {reticilerinin (amilaz ve
pullulanaz) kati besiyerinde analizleri gerceklestirilmistir. Amilaz enzimi
calismalarindan elde edilen bulgular Cizelge 4.2 ve 4.3’te, pullulanaz enzimi

calismalarindan elde edilen bulgular Cizelge 4.4 ve 4.5’te gosterilmistir.

Cizelge 4.2. Aeribacillus pallidus NA1 Susunun Kat1 Besiyerinde Uredigi ve Amilaz

Sentezini Gergeklestirdigi Optimum pH
pH (NA1) 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0
Koloni ¢ap1 (mm) 2 2 4 3 3
Aktivite zon ¢ap1 (mm) 16 17 23 19 18

Aeribacillus pallidus NA1 susu ile gerceklestirilen analizlerde elde edilen
bulgular, susun en iyi lireme ve enzim sentezleme davramigimi pH 7.0°de
gerceklestirdigini gostermektedir. (Cizelge 4.2). Secilen sus, pH 5.0 ve 6.0 da 2 mm,
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8.0 ve 9.0 da 3 mm koloni ¢ap1 olusturarak iirerken, pH 7.0’de 4 mm koloni cap1
olusturarak iyi bir iireme davranigi géstermistir. Susun antivite zon ¢ap1 pH 5.0’te 16
mm, pH 6.0’da 17 mm, pH 7.0’de 23 mm, pH 8.0’de 19 mm ve pH 9.0’da 18 mm

olarak ol¢lilmiistiir.

Cizelge 4.3. Aeribacillus pallidus NA1 Susunun Kat1 Besiyerinde Uredigi ve Amilaz
Sentezini Gergeklestirdigi Optimum Sicaklik

Sicaklik (°C) (NA1) 35 | 40 | 45 | 50 | 55 | 60 | 65 | 70
Koloni ¢ap1 (mm) 2 2 2 3 2 2 - -
Aktivite zon cap1 (mm) 6 8 21 11 10 10 - -

Aeribacillus pallidus NA1 susu ile gerceklestirilen analizler, bakterinin en iyi
iireme ve enzim sentezleme davranisin1 45°C’de gerceklestirdigini gostermektedir
(Cizelge 4.3). Segilen sus 35, 40, 55 ve 60°C’de 2 mm koloni ¢ap1 olusturarak {ireme
gosterirken, 50°C’de 3 mm koloni ¢api1 elde edilmistir. Aeribacillus pallidus NA1
susunun aktivite zon ¢aplar1 35°C’de 6 mm, 40°C de 8 mm, 50°C de 11 mm, 55 ve
60°C’de 10 mm aktivite zonu olusturmustur. Segilen sus 45°C de 2 mm koloni 21

mm aktivite zon ¢ap1 meydana getirmistir.

Cizelge 4.4. Geobacillus lituanicus NA2 Susunun Kat1 Besiyerinde Uredigi ve

Amilaz Sentezini Gergeklestirdigi Optimum pH
pH (NA2) 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0
Koloni ¢ap1 (mm) 7 5 3 2 2
Aktivite zon ¢cap1 (mm) 26 23 20 14 14
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Geobacillus lituanicus NA2 susu ile gergeklestirilen analizlerde bakterinin en
iyi lredigi ve enzim sentezledigi pH degeri 5.0 olarak bulunmustur (Cizelge 4.4).
Secilen sus, pH 5.0°te 7 mm, 6.0’da 5 mm, 7.0’de 3 mm 8.0 ve 9.0’da 2 mm koloni
¢ap1 olusturarak {iremistir. Susun antivite zon ¢apt pH 5.0’te 26 mm, pH 6.0°da 23
mm, pH 7.0’de 20 mm, pH 8.0 ve 9.0’da 14 mm olarak 6l¢tilmiistiir.

Cizelge 4.5. Geobacillus lituanicus NA2 Susunun Kati Besiyerinde Uredigi ve
Amilaz Sentezini Gergeklestirdigi Optimum Sicaklik

Sicaklik (°C) (NA2) 35 | 40 | 45 | 50 | 55 | 60 | 65 | 70
Koloni ¢api (mm) 2 2 2 3 2 2 - -
AKktivite zon ¢api (mm) 6 8 10 | 11 | 21 10 - -

Aeribacillus lituanicus NA2 susu ile gerceklestirilen analizlerde bakterinin en
iyi iiredigi ve enzim sentezledigi sicaklik degeri 55°C olarak bulunmustur (Cizelge
4.5). Analiz edilen sus 65 ve 70°C’de lirememistir. Buna karsilik 35, 40, 45 ve
60°C’de 2 mm koloni ¢ap1 ve sirasiyla, 6, 8, 10 ve 10 mm aktivite zonu
olugturmustur. 50°C’de 3 mm koloni 11 mm aktivite zonu, 55°C’de ise 2 mm koloni

21 mm aktivite zonu olusturmustur.

Cizelge 4.6. Geobacillus thermoleovorans NP1 Susunun Kat1 Besiyerinde Uredigi
ve Pullulanaz Sentezini Gergeklestirdigi Optimum pH

pH (NP1) 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0
Koloni ¢ap1 (mm) 2 4 4 6 6
Aktivite zon ¢ap1 (mm) - 17 20 19 18
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Geobacillus thermoleovorans NP1 susu ile gergeklestirilen analizlerde
bakterinin en iyi iiredigi ve enzim sentezledigi pH degeri 7.0 olarak bulunmustur
(Cizelge 4.6). Secilen sus pH 5.0°te 2 mm ¢apli koloni gelisimi gozlemlenmis ancak
enzim sentezi ger¢eklesmemistir. Sus pH 6.0’da 4 mm koloni ve 17 mm zon ¢api,
pH 7.0’de 4 mm koloni ve 20 mm aktivite zonu, pH 8.0’de 6 mm koloni ve 19 mm

zon ¢ap1 ve pH 9.0’da 6 mm koloni ve 18 mm aktivite zon ¢ap1 olusturarak {iremistir.

Cizelge 4.7. Geobacillus thermoleovorans NP1 Susunun Kat1 Besiyerinde Uredigi
ve Pullulanaz Sentezini Gergeklestirdigi Optimum Sicaklik

Sicaklik (°C) (NP1) 35 | 40 | 45 | 50 | 55 | 60 | 65 | 70
Koloni ¢ap1 (mm) 2 3 3 3 4 3 - -
Aktivite zon ¢cap1 (mm) 2 7 10 9 9 8 - -

Geobacillus thermoleovorans NP1 susu ile gergeklestirilen analizlerde
bakterinin en iyi iiredigi ve enzim sentezledigi sicaklik degeri 45°C olarak
bulunmustur (Cizelge 4.7). Analiz edilen sus 40, 45, 50 ve 60°C’de 3 mm koloni
cap1 olustururken, 40°C’de 7 mm, 45°C’de 10 mm, 50°C’de 9 mm ve 60°C’de 8 mm
aktivite zonu meydana getirmistir. Secilen sus 65 ve 70°C’de iirememistir. Buna

karsilik, 35°C’de 2 mm koloni ve 2 mm aktivite zonu elde edilmistir.

Cizelge 4.8. Anoxybacillus rupiensis NP2 Susunun Kati Besiyerinde Uredigi ve
Pullulanaz Sentezini Gergeklestirdigi Optimum pH

pH (NP2) 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0
Koloni ¢ap1 (mm) 7 7 7 7 6
Aktivite zon ¢cap1 (mm) 15 15 14 14 11
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Anoxybacillus rupiensis NP2 susu ile gerceklestirilen analizlerde bakterinin
en iyi Uiredigi ve enzim sentezini gerg¢eklestirdigi pH degeri 5.0 olarak bulunmustur
(Cizelge 4.8). Sus pH 5.0’te ve 6.0’da 7 mm koloni 15 mm aktivite zon cap1
olusturmustur. pH 7.0 ve 8.0’de 7 mm koloni ve 14 mm aktivite zon ¢ap1 meydana

getiren sug, pH 9.0’da 6 mm koloni ve 11 mm aktivite zon ¢apina sahiptir.

Cizelge 4.9. Anoxybacillus rupiensis NP2 Susunun Kati Besiyerinde Uredigi ve
Pullulanaz Sentezini Gergeklestirdigi Optimum Sicaklik

Sicaklik (°C) (NP2) 35 40 45 50 55 60 65 70
Koloni ¢ap1 (mm) - - 5 6 12 10 - -
Aktivite zon capi (mm) - - 11 15 28 14 - -

Anoxybacillus rupiensis NP2 susu 55°C’de 12 mm koloni ve 28 mm
pullulanaz aktivite zon ¢ap1 ile en iyi lireme ve enzim sentezleme davranigini
gostermistir (Cizelge 4.9). Organizma 35, 40, 65 ve 70°C’de lrememistir. Buna
karsilik, 45°C’de 5 mm koloni ve 11 mm aktivite zonu, 50°C’de 6 mm koloni ve 15

mm aktivite zonu, 60°C’de 10 mm koloni ve 14 mm aktivite zonu olusturmustur.

4.2.2. Bakterilerin Sivi Besi Yerinde Uredigi, Amilaz ve Pullulanaz Enzim
Sentezini Gergceklestirdigi Optimum Inkiibasyon Siirelerinin Belirlenmesine
Ait Bulgular

On inkiibasyon sonucu aktif duruma getirilen NA1 ve NA2 suslari pH’lar1 5.0
ve 7.0 olan M9 nisastali siv1 besiyerlerine, NP1 ve NP2 suslar1 pullulanli sivi
besiyerlerine %1 oraninda inokiile edilmistir. Suslarin inkiibasyonlar1 55°C’de 150
rpm’de 4 giin siireyle gergeklestirilmistir. Inokiilasyonlar1 takiben 0, 12, 24, 36, 48,
60, 72, 84 ve 96. inkiibasyon saatlerinde siv1 kiiltiirlerden 6rnekler alinip ODeoo’de
iireme degerleri saptanmistir. Ayni zaman dilimlerinde alinan 6rnekler 7500 rpm’de
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20 dakika siireyle santrifiij edilmis, bakteriler ortamdan uzaklastirilmig ve enzim
kaynag1 olarak kullanilacak siipernatantlar elde edilmistir.

Amilaz ve pullulanaz enzimlerini i¢eren siipernatant kullanilarak standart
aktivite tayinleri yapilmis, optimum iiremenin ve enzim lretiminin gerceklestigi
stireler saptanmustir. Yapilan degerlendirmeler sonucunda elde edilen veriler Sekil

4.13,4.14, 4.15 ve 4.16’da gosterilmistir.
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Sekil 4.13. Aeribacillus pallidus NA1 Susunun Optimum Inkiibasyon Siiresi

Aeribacillus pallidus NA1 susu 12, 24, 36, 48, 60, 72 ve 84’lincii saatlerde
sirastyla, yaklasik %5, 14, 15, 13, 100, 92 ve 84.5 diizeyinde lireme gostermistir.
NAI susunun en yiiksek lireme degeri ve amilaz enzim iiretimi inkiibasyonun 60.
saatinde elde edilmistir (Sekil 4.13). Inkiibasyonun 96. saatinde herhangi bir {ireme
gerceklesmemistir.

Simair ve ark (2017), NA1 susu ile benzer optimum kosullara sahip olan
Bacillus sp. BCC 01-50 susunu 50°C ve 150 rpm’de iireterek susun iiredigi ve
optimum a-amilaz enzimini sentezledigi inkiibasyon siiresini 60 saat olarak

belirlemislerdir.
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Roy ve ark (2012), 45-50°C ve 150 rpm’de inkiibe ettikleri alkali amilaz
iireticisi Bacillus subtilis AS-S0la susunun en iyi {iredigi ve amilaz sentezledigi
inkiibasyon siiresini 60 saat olarak belirlemiglerdir.

Elayaraja ve ark (2011), 50°C ve 150 rpm’de firettikleri termo-alkalifilik
Bacillus firmus CAS 7 susunun maksimum iireme degerine inkiibasyonun 42.
saatinde ulastigini, amilaz sentezini ise 48. saatte geceklestirdigini saptamislardir.

Aeribacillus pallidus NA1 susunun amilaz iiretim zamanu literatiir verileri ile
uygunluk gostermektedir.

Geobacillus lituanicus NA2 susunun optimum liredigi ve amilaz sentezini
gerceklestirdigi siirenin saptanmasi amactyla yapilan analizler sonunda elde edilen

bulgular Sekil 4.14’te gosterilmistir.
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inkiibasyon siiresi (saat)

Organizma Konsantrasyonu (%)

Sekil 4.14. Geobacillus lituanicus NA2 Susunun Optimum Inkiibasyon Siiresi

Geobacillus lituanicus NA2 susunun 12, 24, 36, 48, 60, 72 ve 84. saatlerde,
sirastyla, yaklasik %61, 91, 100, 100, 54.5, 36.5 ve 27 diizeyinde iredigi
bulunmustur. Analiz edilen NA2 susu, 24. saatten baslayip 48. saate kadar yaklagik
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%100’e yakin diizeyde lireme gostermistir. Susun optimum lireme zamani 36-48.
saatler aras1 olup, en yiiksek enzim sentezi 48. saatte elde edilmistir. inkiibasyonun
96. saatinde herhangi bir ireme gerceklesmemistir.

Paul ve ark (2017), asidik ve termofil amilaz iireticisi Bacillus sp. MB6
susunun optimum iiremesini ve enzim iretimini 48. saatte gerceklestirdigini
saptamislardir.

Wang ve ark (2016), Bacillus sp. WangLB susunun optimal iireme gosterdigi
ve amilaz iiretimini gerceklestirdigi inkiibasyon siiresini 48 saat bulmuslardir.

Bai ve ark (2012), kaplicalardan izole ettikleri termoasidofilik
Alicyclobacillus sp. A4 susunun 48 saatlik inkiibasyon sonunda oldukga iyi tiredigini
ve amilaz enzimini sentezledigini bildirmislerdir.

Geobacillus lituanicus NA2 susuna ait veriler literatlir bilgileri ile biyiik
Olclide ortiismektedir. Bununla birlikte, Asad ve ark (2011), Bacillus sp. WA21
susunun optimum {lireme ve amilaz enzim sentezini 144 saat sonucunda
gergeklestirdigini belirtmiglerdir. Bu sonug Geobacillus lituanicus NA2 susuna ait
verilerden oldukea farklilik gostermektedir.

Geobacillus thermoleovorans NP1 susunun optimum iiredigi ve pullulanaz
enzimini sentezledigi siirenin belirlenmesi amaciyla yapilan c¢alismalardan elde

edilen veriler Sekil 4.15’te gosterilmistir.
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Sekil 4.15. Geobacillus thermoleovorans NP1 Susunun Optimum Inkiibasyon Siiresi

Geobacillus thermoleovorans NP1 susunun optimum liremesini ve pullulanaz
enzim liretimini 12 saatlik (%100) inkiibasyon siiresinde ger¢eklesmistir. Bunu %84
ile 24. saat ve %25 ile 48. saat izlemektedir.

Kunamneni ve Singh (2006), asidik pullulanaz iireticisi Bacillus sp. AN-7
susunun optimum {iiredigi ve enzim sentezledigi inkiibasyon siiresini 48 saat olarak
belirlemislerdir.

Gomes ve ark (2003), izole ettikleri termofilik Rhodothermus marinus
susunun maksimum iiredigi, asidik ve termofilik 6zellikteki pullulanaz enzimini
irettigi  inkiibasyon siiresini 12 saat olarak belirlemislerdir. Geobacillus
thermoleovorans NP1 susundan elde edilen degerler, Gomes ve ark (2003) ile
benzerdir.

Anoxybacillus rupiensis NP2 susunun optimum tiredigi ve pullulanaz enzim
iiretiminin gerceklestirdigi siireyi belirlemek amaciyla yapilan ¢aligmalardan elde

edilen veriler Sekil 4.16’da gosterilmistir.
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Sekil 4.16. Anoxybacillus rupiensis NP2 Susunun Optimum Inkiibasyon Siiresi

Anoxybacillus rupiensis NP2 susunun, inkiibasyonunun 48. saatinde optimum
iredigi ve pullulanaz enzim tiretimini gergeklestirdigi tespit edilmistir. Organizma
12, 24, 36, 48, 60, 72 ve 84 saat siireyle Uretildiginde lireme ve enzim sentezi,
sirasiyla, %64, 94, 94, 100, 99.7, 77 ve 48 olarak bulunmustur. Inkiibasyonun 96.
saatinde bakteri liremesi ger¢eklesmemistir.

Asha ve ark (2013), Bacillus halodurans bakterisinin en iyi tredigi ve
pullulanaz enzim sentezini ger¢eklestirdigi inkiibasyon siiresini 120 saat
bulmuslardir.

Zareian ve ark (2010), asidik pullulanaz enzim fireticisi Geobacillus
stearothermophilus susunun maksimum seviyede iredigi ve enzim sentezini
gerceklestirdigi inkiibasyon siiresini 36 saat olarak belirlemiglerdir.

Samah ve ark (2005), Bacillus flavothermus KWF-1 susunun en iyi lireme
gosterdigi ve alkali pullulanaz enzimini drettigi silireyi 24 saat olarak
belirlemislerdir.

Kim ve ark (1993), topraktan izole ettikleri pullulanaz tireticisi Bacillus sp. S-

1 susunun 48 saatlik inkiibasyon siiresinde optimum iireme gosterdigini ve alkali
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pullulanaz enzimini sentezledigini tespit etmislerdir. NP2 susunun inkiibasyonu
sonucunda elde edilen optimum {ireme ve enzim sentezleme davranisi Kim ve

ark’nin (1993) bulgular1 ile uyum gostermektedir.

4.2.3. Bakterilerin Sivi Besi Yerinde Enzim Sentezledikleri Optimum pH ve
Sicaklik Degerinin Belirlenmesine Ait Bulgular

Amilaz enzimi iireticisi NA1 ve NA2 suslar1 pH’s1 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0
ve 9.0 olan M9 nisastali s1v1 besiyerlerinde, pullulanaz enzimini sentezleyen NP1 ve
NP2 suslar1 pH’s1 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0 ve 9.0 olan pullulanl s1v1 besiyerlerinde
55°C ve 150 rpm’de inkiibe edilmislerdir. Her sus kendisine ait olan inkiibasyon
stiresinde inkiibe edilmistir. Organizmalar ayr1 ayri tretildikten sonra ¢oktiirme
islemi yapilarak siipernatant elde edilmistir ve siipernatantlar enzim kaynaklar1
olarak kullanilmistir. Siipernatantlar kullanilarak standart amilaz ve pullulanaz
enzim aktivitesi tayinleri yapilip enzim sentezinin gerceklestigi optimum pH

degerleri tespit edilmistir (Sekil 4.17, 4.18, 4.19, 4.20).
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Sekil 4.17. Aeribacillus pallidus NA1 Susunun Uredigi ve Amilaz Sentezini
Gergeklestirdigi Optimum pH Grafigi
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Aeribacillus pallidus NA1 susunun optimum iiredigi ve amilaz enziminin
sentezini gerceklestirdigi pH degeri 7.0 olarak bulunmustur (Sekil 4.17). NA1 susu
pH 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0 ve 9.0°da, sirasiyla, %19, 37, 48, 62, 100, 68 ve 57
oraninda aktivite gostermistir.

Vijayaraghavan ve ark (2015), amilaz {ireticisi Bacillus cereus susu ile
yaptiklar ¢aligmada bakterinin optimum gelisimini ve enzim iiretimini pH 7.0°de
gerceklestirdigini tespit edilmislerdir.

Oziengbe ve ark (2012), a-amilaz iireticisi Bacillus licheniformis susunun
optimum gelisim gosterdigi ve amilaz enzim sentezini gerceklestirdigi pH degerinin
7.0 oldugunu saptamislardir.

Behal ve ark (2006), Bacillus sp. AB 04 susunun en iyi iiredigi ve alkali a-
amilaz enzimini iirettigi pH degerini 7.0 olarak belirlemislerdir.

Literatir bulgulan ile Aeribacillus pallidus NA1 susundan elde edilen

sonuglar tam bir uyumluluk igerisindedir.
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Sekil 4.18. Geobacillus lituanicus NA2 Susunun Uredigi ve Amilaz Sentezini
Gergeklestirdigi Optimum pH Grafigi
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Geobacillus lituanicus NA2 susunun optimum iiredigi ve amilaz enzimini
sentezledigi pH degeri 5.0 olarak bulunmustur (Sekil 4.18). Yapilan ¢alismada en
yiiksek aktivite degerine pH 5.0’te ulagilmakla beraber, pH 3.0’te %28, pH 4.0’te
%84, pH 6.0’da %385, pH 7.0’de %85, pH 8.0’de %80 ve pH 9.0’da %81 diizeyinde
enzim iiretimi ger¢eklesmistir. pH 4.0-9.0 araliginda ortalama %86 enzim verimliligi
elde edilmistir. Enzim {iretim pH araliginin bu denli genis olmasit organizmanin
oldukga stabil oldugunu gostermektedir.

Chand ve ark (2014), a-amilaz iireticisi Bacillus sp. KR-8104 susunun pH 5.0-
9.0 araliginda oldukga iyi lireme gostermesine ragmen, susun en iyi iiredigi ve enzim
sentezi gerceklestirdigi pH degerinin 5.0-6.0 araliginda oldugunu saptamislardir.

Asad ve ark (2011), Bacillus sp. WA21 olarak tanimladiklari susun hem
iremesini hem de o-amilaz sentezini pH 3.0-11.0 araliginda gerceklestirmekle
beraber, optimum pH’in 6.0 oldugunu belirlemiglerdir.

Liu ve Xu (2008), asidik a-amilaz {ireticisi Bacillus sp. YX-1 susunun en iyi
iiredigi ve enzim sentezini gerceklestirdigi pH degerini 5.0 olarak belirlemislerdir.
Geobacillus lituanicus NA2 susundan elde edilen degerler Liu ve Xu’nun (2008)
bulgulari ile tam bir uyum i¢indedir.

Geobacillus thermoleovorans NP1 susu, pH 7.0’de optimum iireme ve
pullulanaz enzimini sentezleme yetenegindedir (Sekil 4.19). NP1 susu ile farkli pH
degerlerinde yapilan ¢alismalarda pH 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 8.0 ve 9.0’da, sirasiyla, %13,
11, 15, 64, 92 ve 11 degerleri elde edilmistir. Sus, pH 6.0-8.0 araliginda diger pH
degerlerine gore daha yiliksek degerde enzim iiretmistir. pH 8.0’de %92 enzim
iiretimi gergeklesirken, pH 9.0’daki iiretim degeri %11’°e diismiistiir. Benzer durum

pH 3.0-5.0 aralig i¢in de gecerli olup ortalama deger %13 ’tiir.
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Sekil 4.19. Geobacillus thermoleovorans NP1 Susunun Uredigi ve Pullulanaz
Sentezini Gergeklestirdigi Optimum pH Grafigi

Siroosi ve ark (2014), Halorubrum sp. Ha25 susunun en iyi iiredigi ve
amilopullulanaz enzim sentezini gerceklestirdigi pH degerinin 7.0 oldugunu tespit
etmislerdir.

Zareian ve ark (2010), asidik pullulanaz freticisi  Geobacillus
stearothermophilus susunun en iyi {iredigi ve enzim sentezini gergeklestirdigi pH
degerini 7.3 olarak belirlemiglerdir.

Calismamizda kullanilan asidik pullulanaz enzim ireticisi susa ait degerler

literatiirdeki benzerleri ile uyum gostermektedir.
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Sekil 4.20. Anoxybacillus rupiensis NP2 Susunun Uredigi ve Pullulanaz Sentezini
Gergeklestirdigi Optimum pH Grafigi

Standart aktivite analizi sonuglarina gore, Anoxybacillus rupiensis NP2
susunun optimum iiredigi ve pullulanaz enziminin sentezini gerceklestirdigi pH
degeri 5.0 olarak saptanmustir (Sekil 4.20). NP2 susu pH 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0 ve
9.0’da, swrastyla, %80, 100, 72, 32, 33.5 ve 41 oranlarinda enzim {iretimi
gerceklestirmistir. Organizmadan pH 5.0’te optimum verim elde edilirken, pH 4.0-
6.0 araligindaki verimlilik ortalama %84 diizeyinde gerceklesmistir. Buna karsilik
pH 7.0-9.0 araliginda ortalama %35.5 verim elde edilmistir. Bu sonug, organizmanin
asidik pH degerlerinde yiiksek verimlilikte enzim sentezledigini gostermektedir.

Kim ve ark (1993), topraktan izole ettikleri alkali pullulanaz ireticisi
termofilik Bacillus sp. S-1 susunun optimum iiredigi ve pullulanaz enzimini iirettigi
pH degerinin 5.0 oldugunu belirtmislerdir. Elde ettigimiz sonug literatiir ile tam
uyum i¢indedir.

Enzim iireticisi olarak secilen suslarin en iyi enzim iirettigi sicaklik degerinin
saptanmasi ig¢in 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65 ve 70°C’lerde iiretim caligmalari

gergeklestirilmistir. Uretim i¢in M9 nisastali ve pullulanli sivi iireme ortamlari

106



4. BULGULAR ve TARTISMA Nihan ARABACI

kullanilarak, organizmalarin en iyi iiredigi siirelerde, 150 rpm ¢alkalamali
inkiibatorlerde kiiltiirler elde edilmistir.

Farkli sicakliklardaki {iretim islemi sonunda kiiltiirlerin iireme degeri
spektrofotometrede yapilan dlgiimlerle saptanirken, kiiltiiriin kalan kisimlar1 7500
rpm’de c¢oktiiriilerek siipernatant elde edilmis ve enzim kaynagi olarak

kullanilmistir. Elde edilen bulgular Sekil 4.21, 4.22, 4.23 ve 4.24’de gosterilmistir.
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Sekil 4.21. Aeribacillus pallidus NA1 Susunun Uredigi ve Amilaz Sentezini
Gergeklestirdigi Optimum Sicaklik Grafigi

Aeribacillus pallidus NA1 susu optimum iiremesini ve enziminin sentezini
45°C’de gerceklesmistir. Uretim sicakligi olarak secilen 35, 40, 50, 55, 60, 65 ve
70°C’de, sirasiyla, %3, 42, 69, 66, 65, 57 ve 26 enzim degerlerine ulasilmistir.
Organizmadan optimum verimlilik 45°C’de elde edilmekle birlikte, 50-65°C
araliginda ortalama %66°l1k, 35 ve 40°C’lerde %22.5’1ik verim s6z konusudur. Bu
sonuglar enzim {ireticisi susun termofil aralikta daha yiiksek verimlilige sahip

oldugunu gostermektedir (Sekil 4.21).
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Simair ve ark (2017), Bacillus sp. BCC 01-50 susunun optimum {iremesinin
ve amilaz enzimi tiretiminin 50°C’de gergeklestigini bildirmislerdir.

Dawood ve ark (2015), termostabil amilaz iireticisi Bacillus licheniformis
susunun en iyi lireme ve enzim liretme sicakligini 50°C olarak belirlemislerdir.

Oziengbe ve ark (2012), a-amilaz iireticisi Bacillus licheniformis susunda
optimum iiremenin 55°C, enzim sentezinin 60°C’de gerceklestigini bulmuslardir.

Asad ve ark (2011), Bacillus sp. WA21 susunun maksimum o-amilaz
iiretimini 45°C’de gergeklestirdigini bulmuslardir.

Aeribacillus pallidus NA1 susunun optimum iireme ve amilaz enzimini

sentezledigi sicaklik degeri literatiirdekilerle benzerlik gostermektedir.
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Sekil 4.22. Geobacillus lituanicus NA2 Susunun Uredigi ve Amilaz Sentezini
Gergeklestirdigi Optimum Sicaklik Grafigi

Geobacillus lituanicus NA2 susunun optimum {iiredigi ve amilaz enziminin
sentezini gergeklestirdigi sicaklik degeri 55°C olarak bulunmustur. Sus, 35, 40, 45,
50, 60 ve 65°C’de, sirasiyla, %96, 90, 92, 96, 90 ve 80 oranlarinda enzim sentezi

gergeklestirmistir. Biitlin sicaklik degerleri dikkate alindiginda toplamda ortalama
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%92 verimlilik elde edilmistir. Bu sonuglar organizmanin mezo-termofil aralikta
dikkate deger diizeyde enzim iiretme yeteneginde oldugunu gostermektedir (Sekil
4.22).

Chand ve ark (2014), a-amilaz sentezleme 6zelligi olan Bacillus sp. KR-8104
susunun optimum {iremesini ve enzim sentezini 45°C’de gerceklestirdigini
belirtmislerdir.

Bai ve ark (2012), a-amilaz iireticisi Alicyclobacillus sp. A4 susunun optimum
iireme ve enzim tiretme sicakligini 60°C olarak bulmuslardir.

Geobacillus lituanicus NA2 susunun optimum enzim liretme verimliliginin
55°C’de gerceklesmesi literatiirlerden (yeni literatiirler sinirhi olmakla birlikte)

farklilik gostermektedir.
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Sekil 4.23. Geobacillus thermoleovorans NP1 Susunun Uredigi ve Pullulanaz
Sentezini Gergeklestirdigi Optimum Sicaklik Grafigi

Geobacillus thermoleovorans NP1 sugsunun optimum iiredigi ve pullulanaz

enziminin sentezini gerceklestirdigi sicaklik degerinin 45°C oldugu bulunmustur.

Organizma 35, 40, 50, 55 ve 60°C’de, sirasiyla, %50, 77, 76, 63 ve 4 enzim

iiretmistir. Uretim amacli secilen sus 40-50 °C araliginda ortalama %84 enzim
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iiretmektedir. Bu sonug, susun termotolerant kosullarda yiiksek diizeyde {iretici
oldugunu gostermektedir (Sekil 4.23).

Kunamneni ve Singh (2006), Bacillus sp. AN-7 susunun maksimum
pullulanaz enzim sentezini 50°C’de gerceklestirdigini bildirmislerdir.

Roy ve ark (2003), topraktan izole ettikleri asidik pullulanaz iireticisi Bacillus
sp. US149 susunun optimum iiredigi ve enzim sentezini gerceklestirdigi sicaklik
degerini belirlemek i¢in bakteriyi 30-55°C araligindaki sicakliklarda inkiibasyona
birakmislardir. Elde ettikleri sonuglara gore, en iyi iireme ve enzim sentezi 45°C’de
gerceklesmistir. Geobacillus thermoleovorans NP1 susuna ait bulgular Roy ve

ark’nin (2003) calismalarindaki degerler ile tam bir uyum gostermektedir.
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Sekil 4.24. Anoxybacillus rupiensis NP2 Susunun Uredigi ve Pullulanaz Sentezini
Gergeklestirdigi Optimum Sicaklik Grafigi

Anoxybacillus rupiensis NP2 susunun optimum iiredigi ve pullulanaz
enzimini trettigi sicaklik degeri 55°C olarak bulunmustur. Anoxybacillus rupiensis
NP2 susu 35, 40, 45, 50 ve 60°C sicakliklarda, sirasiyla, %12, 15, 40, 60 ve 19

oranlarinda enzim tretmistir. Enzim tretimi 40°C’den itibaren hizli bir artig

110



4. BULGULAR ve TARTISMA Nihan ARABACI

gosterirken, inkiibasyon sicakligi 50°C’den 55°C’ye yiikseltildiginde enzim
iiretiminde yaklagik %40 oraninda keskin bir artis meydana gelmistir. Buna karsilik,
sicaklik, optimum tiretimin elde edildigi 55°C’den 60°C’ye yiikseltildiginde enzim
iiretiminde %81 oraninda diislis meydana gelmistir. Bu sonug, susun dar bir sicaklik
araliginda ve termofil kosullarda yiiksek diizeyde pullulanaz aktivitesine sahip
oldugunu gostermektedir (Sekil 4.24).

Asoodeh ve Lagzian (2012), Bacillus subtilis DR8806 susunun optimum
iiredigi ve alkali glukoamilopullulanaz enzimini {irettigi sicakligit 70°C olarak
belirlemislerdir.

Samah ve ark (2005), Bacillus flavothermus KWF-1 susunun en iyi iredigi ve
pullulanaz enziminin sentezini gergeklestirdigi sicakligi 50°C olarak bulmuslardir.

Kim ve ark (1993), topraktan izole ettikleri pullulanaz tireticisi Bacillus sp. S-
1 susunun optimum tireme gosterdigi ve alkali pullulanaz enzimini iirettigi sicaklik
degerinin 50°C oldugunu saptamiglardir.

Anoxybacillus rupiensis NP2 susuna ait veriler literatiirler ile benzerlik

gostermis ve susun termofil 6zellikte bir enzim lireticisi oldugu degerlendirilmistir.

4.3. Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesine Ait Bulgular
4.3.1. Amilaz ve Pullulanaz Enzimlerinin Kati Besi Yerindeki Aktivitelerine Ait
Bulgular

Aeribacillus pallidus NA1, Geobacillus lituanicus NA2, Geobacillus
thermoleovorans NP1 ve Anoxybacillus rupiensis NP2 suslarindan elde edilen ve
enzim igeren siipernatantlar kullanilarak, nisasta ve pullulan igeren kati besiyerinde
hidroliz testleri yapilmistir. Bu amagcla, uygun substrat igeren kat1 besiyerlerine
stipernatantlardan 100’er pL. damlatilarak enzimlerin optimum sicaklik degerlerinde
inkiibasyon yapilmistir.

Inkiibasyon sonunda nisastali besiyeri iyot buharmna tutulup enzimlerin

meydana getirdikleri hidroliz zonlar1 saptanmistir (Voget ve ark, 2006; Burhan ve
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ark, 2003) (Sekil 4.25 ve 4.26).

Sekil 4.25. Aeribacillus pallidus NA1 Susuna Ait Alkali Amilaz Enziminin Nisastali
Kat1 Besiyerindeki Hidroliz Zonu

Sekil 4.26. Geobacillus lituanicus NA2 Susuna Ait Asidik Amilaz Enziminin
Nisastal1 Kat1 Besiyerindeki Hidroliz Zonu
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Pullulanh besiyerinde hidroliz zonunun saptanmasi i¢in besiyerlerinin iizerine
etil alkol dokiildiikten sonra petriler -20°C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Siire sonunda
enzimlerin olusturduklar1 seffaf hidroliz zonlar belirlenmistir (Ara ve ark, 1995)
(Sekil 4.27 ve 4.28).

Sekil 4.27. Geobacillus thermoleovorans NP1 Susuna Ait Asidik Pullulanaz
Enziminin Pullulanl Kat1 Besiyerindeki Hidroliz Zonu

Sekil 4.28. Anoxybacillus rupiensis NP2 Susuna Ait Alkali Pullulanaz Enziminin
Pullulanli Kat1 Besiyerindeki Hidroliz Zonu
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4.3.2. Amilaz ve Pullulanaz Enzimlerinin Aktivite Analizleri

4.3.2.1. Glukoz Kalibrasyon Egrisi ve Enzimlerin Aktivite Analizleri
Enzimlerin spesifik aktivitelerinin yorumlanmasi i¢in 0.09, 0.18, 0.27, 0.36,

0.45 mg/mL konsantrasyonlarda hazirlanan glukoz cozeltilerinin 540 nm’deki

absorbans degerleri belirlenmistir. Sekil 4.29°da glukoz konsantrasyonlar1 ve

absorbans degerleri arasindaki dogrusal iliski verilmistir.

0,3
0,25 A

2 o2 / 0,213
a 0,15
° / 0,156
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/ 0,101 y = 0,0572x - 0,0184
0,05 R? = 0,9971

/0,033

0,263

0,09 0,18 0,27 0,36 0,45

Glukoz konsantrasyonlari (mg/mL)
Sekil 4.29. Glukoz Kalibrasyon Grafigi

Kalibrasyon grafiginde goriilen R>=0,9971 degerine bagli olarak egim 0,0572
olarak belirlenmistir (Sekil 4.29).

Aeribacillus pallidus NA1 susuna ait amilaz enziminin spesifik aktivitesi
12.063 U/mL, Geobacillus lituanicus NA2 susundan elde edilen amilaz enziminin
spesifik aktivitesi 4.604 U/mL bulunmustur.

Geobacillus thermoleovorans NP1 susundan izole edilen pullulanaz
enziminin spesifik aktivitesi 2.105 U/mL, Anoxybacillus rupiensis NP2 susunun
drettigi pullulanaz enziminin spesifik aktivitesi aktivitesi 1.867 U/mL olarak
hesaplanmustir.
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4.3.2.2. Protein Konsantrasyonlarimin Belirlenmesi

Protein miktarnin saptanmasi amaciyla, 5, 10, 15, 20, 25 upg/mL
konsantrasyonlarda hazirlanan BSA ¢ozeltilerinin 595 nm’deki absorbans degerleri
Olciilmiistiir. Sekil 4.30’da BSA konsantrasyonlari ve absorbans degerleri arasindaki

dogrusal iliski verilmistir.
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Sekil 4.30. BSA Kalibrasyon Grafigi

Kalibrasyon grafiginde goriilen R*=0,9853 degerine bagl olarak egim 0,0963
olarak belirlenmistir (Sekil 4.30).

Aeribacillus pallidus NA1 susuna ait amilaz enziminin protein miktar1 6.2
ug/mL, Geobacillus lituanicus NA2 susundan elde edilen amilaz enziminin ise 3
ug/mL olarak hesaplanmustir.

Geobacillus thermoleovorans NP1 susundan izole edilen pullulanaz
enziminin protein miktart 5 pg/mL, Anoxybacillus rupiensis NP2 susuna ait

pullulanaz enzimininki de 5.6 ug/mL olarak bulunmustur.
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4.4. Enzimlerin Karakterizasyonuna Ait Bulgular
4.4.1. Amilaz ve Pullulanaz Enzimlerinin Optimum Aktivite Gosterdigi pH
Degerlerinin Belirlenmesine Ait Bulgular

Amilaz ve pullulanaz enzimlerinin optimum aktivite gosterdigi pH
degerlerinin belirlenmesi amactyla 0.1M Sitrat-Fosfat (pH 3.0, 4.0, 5.0), 0.1M Fosfat
(pH 6.0, 7.0, 8.0), 0.1 M Glisin-NaOH (pH 9.0, 10.0) ve 0.1 M Borax-NaOH (pH
11.0, 12.0) tampon sistemleri kullanilmistir. Reaksiyon karisimlar1 enzimlerin
iiretildikleri sicakliklarda 60 dakika inkiibasyona birakildiktan sonra standart aktivite
tayini yapilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.31, 4.32, 4.33 ve 4.34’te

gosterilmistir.
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Sekil 4.31. Aeribacillus pallidus NA1 Susundan Elde Edilen Amilazin Optimum pH
Grafigi

Aeribacillus pallidus NA1 susundan izole edilen amilaz enziminin pH 4.0-
11.0 araligindaki tiim pH’larda ortalama %81 diizeyinde rolatif aktiviteye sahip
oldugu goriilmiistiir. Enzim optimum aktivitesini pH 9.0’da gostermekle birlikte, pH

3.0°te %27, pH 4.0°te %77, pH 5.0’te %86, pH 6.0, 7.0 ve 8.0’de %73, pH 10.0’da
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%86 ve pH 11.0°de %82 aktivite gostermistir. Ozellikle alkali pH’larda ortalama
%85 diizeyinde yiiksek aktivite gosteren NA1 alkali amilaz enzimi, genis pH
araliginda aktiviteye sahip alkali enzim 6zelligindedir (Sekil 4.31).

Simair ve ark (2017), Bacillus sp. BCC 01-50 susundan elde ettikleri amilaz
enzimi ile yaptiklar1 calismada, enzimin pH 8.0-10.0 araliginda aktivite gosterdigini
ve optimum aktivitenin pH 9.0’da ger¢eklestigini bulmustur.

Wang ve ark (2016), Bacillus sp. WangLB susundan saflastirdiklar1 amilaz
enziminin optimum aktivitesini pH 9.0’da gosterdigini belirlemislerdir. Bunun yani
sira, enzimin pH 3.0-10.0 araliginda %85°ten fazla aktiviteye sahip oldugunu
bildirmislerdir.

Zhang ve ark (2016), termofilik Anoxybacillus sp. YIM 342 susundan izole
ettikleri amilaz enziminin aktivite gosterdigi optimum pH degerini 9.0 olarak
bulmuslardir.

Hauli ve ark (2013) Anoxybacillus sp. IB-A susundan saflastirdiklar1 amilaz
enziminin optimum aktivite gosterdigi pH degerini 9.0 olarak belirlemislerdir.

Elayaraja ve ark (2011), termofilik Bacillus firmus CAS 7 susundan
saflagtirdiklart a-amilaz enziminin optimum aktivite gosterdigi pH degerini
belirlemek icin pH 3.0-11.0 araliginda analiz yapmislar ve optimum pH degerinin
9.0 oldugunu bulmuslardir.

Aeribacillus pallidus NA1 susundan izole edilen amilaz enziminin optimum
pH 9.0’da aktif olmasi enzimin alkali dzellikte oldugunu gostermektedir. Enzimde
pH 5.0 ve 9.0’da olmak iizere iki yiliksek deger elde edilirken, enzim pH 4.0-6.0
araliginda ortalama %79, pH 8.0-11.0 araliginda ortalama %85 rolatif aktiviteye
sahiptir. Alkali pH degerlerindeki ortalama aktivite degerinin daha yiiksek olmasi
enzimin icin alkali karakteride oldugunu desteklemektedir. Literatiir bulgular ile

Aeribacillus pallidus NA1 susundan elde edilen degerler uyumluluk gostermektedir.
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Sekil 4.32. Geobacillus lituanicus NA2 Susundan Elde Edilen Amilazin Optimum
pH Grafigi

Geobacillus lituanicus NA2 susundan izole edilen amilaz enzimi optimum
aktivitesini pH 4.0’te gostermistir. Enzim pH 3.0°te %17, pH 5.0’te %91, pH 6.0’da
%72, pH 7.0’de %49 aktivite gostermis pH 8.0’de enzim aktivitesi hizla %18’
diismiistiir. Alkali pH’larda diisiik diizeyde enzim aktivitesi elde edilmistir. Ozellikle
pH 4.0, 5.0 ve 6.0 gibi asidik pH degerlerinde ortalama %81.5 oraninda oldukca
yiiksek aktiviteye sahip olan NA2 amilaz enziminin oldukga asidik 6zellik gosteren
bir enzim oldugu bulunmustur (Sekil 4.32).

Kalpana ve Pandian (2014), Bacillus subtilis S8-18 susundan elde ettikleri
termofilik o-amilaz enziminin optimum aktivite gosterdigi pH degerinin 6.0
oldugunu bulmuslardir.

Kumari ve ark (2013), Bacillus cereus MTCC 10205 susundan saflagtirdiklar
amilaz enziminin optimum aktivite gosterdigi pH degerini saptamak i¢in pH 3.5-8.5
araliginda analiz yapmislar ve optimum aktivitenin gerceklestigi pH degerini 5.5

olarak belirlemislerdir.
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Sharma ve Satyanarayana (2013), asidofilik Bacillus acidicola susundan elde
ettikleri o-amilaz enziminin optimum aktivitesini pH 4.0’te gosterdigini
saptamiglardir.

Bai ve ark (2012), Alicyclobacillus sp. A4 susunun {irettigi a-amilaz enziminin
pH 4.2°de optimum aktivite gdsterdigini bulmuslardir.

Asad ve ark (2011), termofilik Bacillus sp. WA21 susundan saflastirdiklar
amilaz enziminin optimum aktivitesini pH 6.0’da gosterdigini tespit etmislerdir.

Anto ve ark (2006), Bacillus cereus MTCC 1305 susundan izole ettikleri alfa
amilaz enziminin optimum pH 5.0’te aktif oldugunu bildirmislerdir.

Geobacillus lituanicus NA2 susundan izole edilen amilaz enziminin optimum
aktivite gosterdigi pH degeri, Sharma ve Satyanarayana’nin (2013) bulgulariyla
benzerlik gdstermektedir. Izole eden enzim, optimum aktivite gosterdigi pH degeri

nedeni ile asidik amilaz olarak tanimlanmigtir.
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Sekil 4.33. Geobacillus thermoleovorans NP1 Susundan Elde Edilen Pullulanazin
Optimum pH Grafigi
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Geobacillus thermoleovorans NP1 susundan elde edilen pullulanaz optimum
aktivitesini pH 6.0’da gostermistir. Enzim pH 5.0’te %35, pH 7.0’de %90 ve pH
8.0’de %47 oraninda rolatif aktiviteye sahiptir. Reksiyonun gerceklestirildigi pH
degeri alkali yonde arttikga, enzimin aktivitesinde 6nemli oranda azalma meydana
gelmistir. Ornegin, pH 10.0°da %10, pH 11.0’de %8 rolatif aktivite elde edilmistir.
Benzer durum asidik kosullar i¢in de gecerli olup, pH 4.0’te %28, pH 3.0’te %38
aktivite gerceklesmistir. Enzim asido-notral 6zelliktedir (Sekil 4.33).

Kang ve ark (2011), hipertermofilik Thermotoga neapolitana (pulA)
bakterisinden izole ettikleri termostabil tip I pullulanaz enzimi ile pH 4.5-10.0
araliginda aktivite analizleri yapmiglardir. Enzimin pH 4.5-7.0 araliginda oldukca
yiiksek aktiviteye sahip oldugunu, optimum aktivitesini pH 6.5’te gosterdigini
bulmuslardir. Enzim aktivitesinin pH 7.0’nin {izerindeki keskin bir sekilde azaldig:
tespit edilmistir. Bu bulgular, Geobacillus thermoleovorans NP1 susundan elde
edilen pullulanazin 6zellikleri ile benzerlik gostermektedir.

Kunamneni ve Singh (2006), Bacillus sp. AN-7 susundan elde ettikleri
pullulanaz enziminin optimum aktivitesini belirlemek amactyla, pH 3.0-9.0
araliginda aktivite analizi yapmiglardir. Bu reaksiyonlar sonucunda, enzimin
optimum aktiviteye sahip oldugu pH degerini 6.0 olarak belirlemislerdir.
Geobacillus thermoleovorans NP1 susundan elde edilen pullulanaz, optimum

aktivite degeri agisindan Kunamneni ve Singh’in (2006) sonuglari ile uyumludur.
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Sekil 4.34. Anoxybacillus rupiensis NP2 Susundan Elde Edilen Pullulanazin
Optimum pH Grafigi

Anoxybacillus rupiensis NP2 susundan izole edilen pullulanaz en yiiksek
aktiviteyi pH 9.0’da gostermistir. Enzim pH 3.0-11.0 araliginda ortalama %81 rolatif
aktiviteye sahiptir. Optimum aktivite degeri disindaki pH degerlerinde elde edilen
rolatif aktivite sonuglar1 birbirine olduk¢a yakin olup, pH 3.0-11.0 araliginda (pH
9.0 harig) ortalama %79 aktivite elde edilmistir. Bu sonuglar NP2 alkali pullulanaz
enziminin asidik, nétral ve alkali 6zellik gdsteren, genis pH spektrumunda yiiksek
diizeyde aktif enzim 6zelligi tasidigini gostermektedir (Sekil 4.34).

Lee ve ark (2016), Hermetia illucens (Siyah Asker Bocegi) larvasinin bagirsak
mikroflorasindan elde ettikleri pullulanaz enzimini (PulSS4) pH 5.0-11.0 araliginda
analiz etmislerdir ve enzimin pH 9.0’da optimum aktivite gosterdigini bulmuslardir.

Asha ve ark (2013), topraktan izole ettikleri Bacillus halodurans
bakterisinden elde ettikleri pullulanaz enziminin pH 3.0-11.0 aralifindaki aktivite
analizlerine gore, enzimin optimum aktivitesini pH 10.0’da gosterdigini
bulmuslardir.

Bertoldo ve ark (2004), termoalkalifilik Anaerobranca gottschalkii susundan
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elde ettikleri tipl pullulanaz enziminin pH 5.0-11.0 araligindaki aktivite testlerinde
optimum olarak pH 8.0’de aktif oldugunu saptamiglardir.

Kim ve ark (1993), alkalifilik Bacillus sp. S-1 susundan saflastirdiklari
termofilik pullulanaz enziminin optimum pH 9.0’da aktif oldugunu belirlemislerdir.

Ara ve ark (1992), alkalifilik Bacillus sp. KSM-1876 susundan izole ettikleri
alkali pullulanaz enziminin optimum aktivitesini pH 10.0’da gosterdigini, pH
11.0°de ise %85 aktiviteye sahip oldugunu tespit etmislerdir.

Anoxybacillus rupiensis NP2 susundan elde edilen enzimin optimum aktivite

gosterdigi pH degeri, literatiirlerdeki verilerle benzerlik ve tutarlhilik gostermektedir.

4.4.2. Amilaz ve Pullulanaz Enzimlerinin Optimum Aktivite Sicakliklarimin
Belirlenmesine Ait Bulgular

Amilaz ve pullulanaz enzimleri aktivite gosterdikleri sicaklik degerlerinin
belirlenmesi amaciyla 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100°C’de, enzimlerin optimum
aktivite pH’inda hazirlanmig substratli tampon ile 60 dakika siireyle reaksiyon
gergeklestirilmistir. Elde edilen bulgular Sekil 4.35, 4.36, 4.37 ve 4.38°de
gosterilmistir.

Aeribacillus pallidus NA1 susuna ait olan alkali amilazin optimum aktivite
gosterdigi sicaklik 50°C olarak bulunmustur (Sekil 4.35). Enzim 30-100°C
araliginda ortalama %65 oraninda aktivite gostermistir. 30-70°C araliginda ortalama
%87.4 aktivite elde edilirken, 70°C’den yiiksek sicakliklarda rolatif aktivitede
azalma goriilmiistiir. 70°C’de %83, 80°C’de %70 ve 100°C’de %53 aktivite gosteren

enzim bu dzellikleri nedeniyle termofil uygulamalar i¢in uygundur.
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Sekil 4.35. Aeribacillus pallidus NA1 Susundan Elde Edilen Alkali Amilazin
Optimum Sicaklik Grafigi

Wang ve ark (2016), Bacillus sp. WangLB susundan izole ettikleri alkali
amilaz enziminin optimum aktivite sicakligin1 55°C olarak bulmuslardir. WanglL.B
amilaz enzimi ayn1 zamanda 50-85°C sicaklik degerlerinde %90’dan daha yiiksek
rolatif aktivite gostermislerdir.

Vijayaraghavan ve ark (2015), Bacillus cereus IND4 susundan elde edilen
amilaz enziminin 50°C’de optimum aktivite gosterdigini saptamislardir.

Elayaraja ve ark (2011), termofilik Bacillus firmus CAS 7 susundan
saflagtirdiklart a-amilaz enziminin optimum aktivite gdsterdigi sicaklik degerini
50°C olarak bulmuglardir. NA1 alkali amilazin optimum aktivite gosterdigi sicaklik

degeri literatiir degerleri ile uyumludur.
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Sekil 4.36. Geobacillus lituanicus NA2 Susundan Flde Edilen Asidik Amilazin
Optimum Sicaklik Grafigi

Yapilan analizler sonucunda, Geobacillus lituanicus NA2 susunun
sentezledigi asidik amilazin 60°C’de optimum aktivite gosterdigi bulunmustur
(Sekil 4.36). Enzimin aktivitesi 30°C’den 60°C’ye kadar hizla yiikselmis ve %80
aktivite artist gerceklesmistir. NA2 asidik amilaz enziminin aktivitesi sicakligin
60°C’den 100°C’ye dogru artirilmasi sonucunda optimum degere gore yaklasik %83
azalma gostermistir. Enzimin 30°C’de %20, 40°C’de %46, 50°C’de %72, 70°C’de
%90, 80°C’de %61, 90°C’de %29 ve 100°C’de %17 rolatif aktiviteye sahip oldugu
bulunmustur. Bu sonuglara gore, NA2 asidik amilaz enzimi termofilik bir enzimdir.

Emtenani ve ark’min (2015), Bacillus subtilis DR8806 susundan
saflagtirdiklar1 amilaz enzimi en yiiksek aktiviteyi 70°C’de gostermistir. Enzim 35-
75°C araliginda aktivitesini korumakla beraber daha yiliksek sicakliklarda enzimin
aktivitesi azalmistir. Enzimin 65°C’deki rolatif aktivitesi %92 iken, 75°C’de %74
aktivite elde edilmistir.

Kalpana ve Pandian (2014), Bacillus subtilis S8—18 susundan elde ettikleri
asidik a-amilaz enziminin optimum aktivite gosterdigi sicaklik degerinin 60°C

oldugunu bulmuslardir.
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Kumari ve ark (2013), Bacillus cereus MTCC 10205 susundan saflastirdiklari
amilaz enziminin optimum aktivite gosterdigi sicaklik degerini saptamak icin 30-
70°C araliginda aktivite analizleri yapmiglar ve enzimin optimum aktivite gosterdigi
sicaklik degerini 55°C bulmuslardir.

Ozturk ve ark (2013), Bacillus subtilis A28 susundan izole ettikleri asidik
amilaz enziminin 65-75°C araliginda oldukga yiiksek aktiviteye sahip oldugunu,
70°C’de optimum aktivite gosterdigini bulmuslardir Bununla birlikte, enzim
aktivitesi 80°C’den sonra hizla diigmiistiir.

Asad ve ark (2011) Bacillus sp. WA21 susundan saflastirdiklar asidik a-
amilaz enziminin 35-95°C araliginda aktivite gostermekle birlikte, optimal
aktivitesinin 55°C’de gerceklestigini bildirmislerdir.

Anto ve ark (2006), izole ettikleri Bacillus cereus MTCC 1305 susundan
saflagtirdiklart alfa amilaz enziminin optimum aktivite gosterdigi sicaklik degerini
55°C olarak bulmuslardir. Geobacillus lituanicus NA2 susundan izole edilen asidik
amilaz enziminin optimum sicaklik aktivitesi dikkate alindiginda enzim termofil
olmakla birlikte literatiir verilerinden farklilik géstermektedir.

Geobacillus thermoleovorans NP1 susundan izole edilen asidik pullulanazin
optimum aktivite gosterdigi sicaklik 50°C olarak bulunmustur (Sekil 4.37). Enzim
30°C’de %38, 40°C’de %84 aktivite gosterirken, sicaklik 60°C’ye yiikseltildiginde
aktivite %52’ye diismiistiir. Enzimin aktivitesinde 50-60°C araliginda yaklagik
%50, 50-70°C araliginda yaklasik %80 azalma meydana gelmistir. Enzimin 70-
100°C araligindaki aktivitesi ortalama %16.25 bulunmustur. Bu bulgulara gére, NP1

asidik pullulanaz enzimi termotolerant 6zelliktedir.
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Sekil 4.37. Geobacillus thermoleovorans NP1 Susundan Elde Edilen Asidik
Pullulanazin Optimum Sicaklik Grafigi

Kahar ve ark (2016), Anoxybacillus sp. SK3-4 susundan saflastirdiklar asidik
tip I pullulanaz (PulsASK) enzimini 30-100°C araliginda aktivite analizine tabi
tutarak enzimin optimum aktivite gosterdigi sicaklik degerinin 60°C oldugunu
saptamislardir.

Kunamneni ve Singh (2006), Bacillus sp. AN-7 susundan saflastirdiklar:
pullulanaz enziminin optimum aktivite gosterdigi sicaklik degerini belirlemek
amaciyla 40-110°C araligindaki sicakliklarda aktivite analizleri gerceklestirmisler
ve enzimin 90°C’de maksimum aktiviteye sahip oldugunu bulmuslardir.

Duffner ve ark (2000), Desulfurococcus mucosus’tan elde ettikleri termoaktif
pullulanaz enziminin 40-100°C araligindaki sicaklik degerlerinde standart aktivite
analizlerini yapmiglar ve enzimin optimum aktivite gostermis oldugu sicakligr 85°C
olarak belirlemislerdir.

NP1 asidik pullulanaz enzimi optimum sicaklik aktivitesi agisindan literatiirle
karsilastirildiginda, Kahar ve ark’nin (2016) bulgularina yakin oldugunu

bulmuslardir.
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Sekil 4.38. Anoxybacillus rupiensis NP2 Susundan Elde Edilen Alkali Pullulanazin
Optimum Sicaklik Grafigi

Anoxybacillus rupiensis NP2 susundan elde edilen alkali pullulanazin
optimum aktivite gosterdigi sicaklik degeri 60°C olarak belirlenmistir (Sekil 4.38).
30-80°C araliginda ortalama %81.2 oraninda oldukga yliksek aktiviteye sahip olan
enzim, 80°C’de %63 aktivite gdstermistir. Bu degerler dikkate alindiginda, NP2
alkali pullulanaz enziminin genis sicaklik araliginda aktivite gosteren termofil
ozellikte bir enzim oldugu goriilmektedir.

Asha ve ark (2013), Bacillus halodurans bakterisinden elde ettikleri alkali
pullulanaz enziminin optimum aktivite gosterdigi sicaklik degerini belirlemek i¢in
0-100°C araliginda analizler gerceklestirmislerdir ve enzimin optimum aktivite
degerini 50°C’de elde etmislerdir.

Bertoldo ve ark (2004), termoalkalifilik Anaerobranca gottschalkii susundan
elde ettikleri tip I alkali pullulanaz enziminin optimum sicaklik degerini belirlemek
amaciyla enzimi 40-80°C araliginda standart aktivite analizlerine tabi tutmuslardir.
Analizler sonucunda, enzimin optimum aktivite gosterdigi sicaklik degeri 70°C

olarak bulunmustur.
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Samah ve ark (2005), Bacillus flavothermus KWF-1 susundan izole ettikleri
termostabil pullulanaz enzimini 40-100°C araligindaki sicakliklarda analiz etmisler
ve enzimin optimum aktivite gosterdigi sicaklik degerini 80°C olarak

belirlemislerdir.

4.4.3. Amilaz ve Pullulanaz Enzimlerinin pH Stabilitelerinin Belirlenmesine Ait
Bulgular

Amilaz ve pullulanaz enzimleri pH stabilitelerinin belirlenmesi amacryla pH
3.0,4.0,5.0,6.0,7.0, 8.0,9.0, 10.0, 11.0 ve 12.0’de hazirlanmis olan substratsiz pH
tamponlarryla 24 saat siireyle oda sicakliginda 6n inkiibasyona birakilmislardir. On
islem gérmiis enzimler kalan aktivite degerlerinin saptanmasi igin optimum
pH’larinda hazirlanmis substrat kullanilarak optimum sicaklikta 60 dakika siireyle

inkiibe edilmistir. Elde edilen stabilite degerleri Sekil 4.39, 4.40, 4.41 ve 4.42°de

gosterilmistir.
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Sekil 4.39. Aeribacillus pallidus NA1 Susundan Elde Edilen Alkali Amilazin pH
Stabilitesine Ait Grafik
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Aeribacillus pallidus NA1 susundan izole edilen amilaz enzimi tim pH
degerleri dikkate alindiginda ortalama %103 oraninda oldukga yiiksek stabiliteye
sahiptir (Sekil 4.39). pH 9.0’da optimum aktiviteye sahip olan NA1 alkali amilaz
enzimin yiiksek alkali pH’larda da (ortalama %103.6) aktivitesinin tamamini
korumasi enzimin alkali 6zelligi ile uyum saglamaktadir.

Simair ve ark (2017), amilaz enzimi ile yaptiklar1 ¢alismada, enzimi pH 8.0-
10.0 araligindaki alkali pH degerlerinde 1 saat siireyle inkiibasyona biraktiklarinda
enzimin %90 civarinda stabil kaldigm bildirmislerdir. Ayn1 enzimin stabilitesi
asidik ve nétral pH’larda (pH 5.0-7.0) ortalama %60 oranina diismiistiir.

Nithya ve ark (2016), Bacillus licheniformis KSU-6 susundan izole ettikleri
alkali amilaz enzimini pH 4.0-12.0 araligindaki pH tamponlarinda 1 saat siireyle 6n
inkiibasyona birakmislardir. Enzim pH 8.0, 9.0 ve 10.0’da aktivitesinin %100’{int
korurken, pH 11.0’de %91 ve pH 12.0°de %85 kalan aktiviteye sahiptir.

Zhang ve ark (2016), Anoxybacillus sp. YIM 342 susundan saflastirdiklar
alkali amilaz enzimi pH 8.0 ve 9.0’da 210 dakika 6n inkiibasyona birakildiginda
aktivitesinin %80’ini korumustur. pH 10.0’daki 6n inkiibasyon sonucunda, enzimin
aktivitesinde diislis olmus ve enzim %45 stabil kalmustir.

Aygan ve ark (2014), topraktan izole ettikleri Bacillus subtilis A10 susundan
saflastirdiklar1 alkali a-amilaz enziminin pH stabilitesini belirlemek amaciyla,
enzimi 45°C’de, 15 ve 30 dakikalik siirelerde, pH 4.0-11.0 araligindaki ¢esitli pH
tamponlarinda 6n inkiibasyona birakmiglardir. En yiiksek stabilite degeri, 15
dakikalik 6n inkiibasyon sonucunda pH 7.0-10.0 araliginda 9%84.9 olarak
Ol¢iilmiigtiir. Enzim 30 dakikalik 6n inkiibasyondan sonra orijinal aktivitesinin
%50’sinden fazlasin1 korumustur. Her iki 6n inkiibasyon siiresinde de maksimum
kalan aktivite degerleri pH 8.0 ve 9.0’da dl¢iilmiistiir.

Aeribacillus pallidus NA1 susundan izole edilen alkali amilaz enzimi ¢esitli
literatiirlerdeki verilere kiyasla farkli pH tamponlarinda daha uzun siire 6n

inkiibasyona birakilmis (literatiirlerde 15-210 dakika, NA1 alkali amilaz enzimi 24
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saat) ve inhibe olmamistir. Enzimin aktivitesi biitiin pH’larda ortalama %103’tiir. Bu
sonuglar, literatiire gore oldukca garpict ve enzim kararliligi agisindan farkli olup,

enzim ekstrem pH’larda stabildir veya pH ile indiiklenebilme 6zelligine sahiptir.
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Sekil 4.40. Geobacillus lituanicus NA2 Susundan Elde Edilen Asidik Amilazin pH
Stabilitesine Ait Grafik

Kalan Aktivite (%)

Geobacillus lituanicus NA2 susundan elde edilen asidik amilaz pH 3.0-11.0
araliginda ortalama %120.2 oraninda stabil kalmistir ve pH’nin alkali ydnde
yiikselmesiyle aktivitesinin indiiklendigi goriilmiistiir. Optimum aktivitesini pH
4.0’e gosteren NA?2 asidik amilaz enzimi, pH 3.0, 4.0, 5.0 ve 6.0°da ortalama %121,
pH 5.0, 6.0, 7.0 ve 8.0°de %128, pH 9.0, 10 ve 11.0’de %114 stabil kalmistir (Sekil
4.40). Bu sonugclar, enzimin asido-alkali 6zellikte oldugunu gostermektedir.

Emtenani ve ark (2015), Bacillus subtilis DR8806 susundan izole ettikleri
Amy8803 amilaz enzimini pH 2.0-10.0 araligindaki pH degerlerinde ve 70°C’de 60
dakika siireyle 6n inkiibasyona birakmislardir. Aktivite analizi sonucunda DR8806
a-amilaz enziminin pH4.0-9.0 araliginda ortalama %80’den fazla kalan aktiviteye
sahip oldugu ve stabilitesini olduk¢a yliksek oranda korudugu tespit edilmistir.

Enzim, pH 4.0-7.0 araliginda amilolitik aktivitesinin %100’iinii korurken, pH 3.0’te
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%77’sini ve pH 9.0’da %81 ini korumustur.

Kalpana ve Pandian’in (2014) Bacillus sp. S8-18 susundan elde ettikleri
amilaz enziminin 24 saat siireyle 4.0-12.0 araligindaki pH’larda 6n inkiibasyona
birakildiginda %84-94 oranlarinda oldukga yiiksek stabilite degerlerine sahip oldugu
tespit edilmistir. Ayn1 zamanda pH 5.0-12.0 aralifinda ortalama %90 kalan aktivite
degeri Ol¢lilmiistiir.

Bacillus sp. WA21 susuna ait amilaz enzimi ile ¢alisan Asad ve ark (2011),
enzimi pH 3.0-11.0 aralifindaki degerlerde 55°C’de 1 saat siireyle inkiibasyona
birakarak amilazin stabilite kosullarini belirlemislerdir. Asidik 6zellikteki bu
enzimin hidrolitik aktivitesi, pH 3.0-5.0 ve 7.0-11.0 araliklarindaki degerlerde
oldukc¢a etkilenmekle birlikte, enzim pH 6.0’da orijinal aktivitesinin %100’{ini
korumustur.

Kalpana ve Pandia’nin (2014) ¢alismalar1 disindaki literatiirlerde 06n
inkiibasyon siiresi genellikle 60 dakikadir. Geobacillus lituanicus NA2 susundan
elde edilen asidik amilaz enziminin pH stabilitesi ¢alismalarinda 24 saatlik 6n
inkiibasyon sonunda enzimin aktivitesi korunmus ve aktivitede artis olmustur. Bu
durum, enzimin stabilitesinin pH artis1 ile indiiklenebilir oldugunu ve enzimin asidik,
nétral ve alkali kosullarda yiiksek diizeyde stabil kalabilme yetenegine sahip
oldugunu gostermektedir. Enzim bu 6zelligi sayesinde islem siiresi 60 dakikadan
daha uzun olan alanlardaki uygulamalar i¢in kullanim potansiyeli oldukca yiiksek
bir adaydir.

Geobacillus thermoleovorans NP1 susuna ait asidik pullulanazin pH 3.0-12.0
araligindaki ortalama stabilite degerinin %108.1 oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.41).
Enzim tiim pH’larda oldukga yiiksek stabiliteye sahiptir. Optimum aktivitesini pH
6.0’da gosteren NP1 asidik pullulanaz enzimi, pH 6.0 tamponundaki oOn
inkiibasyonundan sonra baglangi¢ aktivitesini %105 oraninda korumustur. Bu
sonuglar, NP1 asidik pullulanazin genis pH araliginda stabil bir enzim oldugunu

gostermektedir.
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Sekil 4.41. Geobacillus thermoleovorans NP1 Susundan Elde Edilen Asidik
Pullulanazin pH Stabilitesine Ait Grafik

Kahar ve ark (2016), Anoxybacillus sp. SK3-4 susundan elde ettikleri tip I
pullulanaz (PulsASK) enzimini 30 dakika siireyle 6n inkiibasyona birakmiglardir.
Siire sonunda enzimin optimum aktivite sicakliginda (60°C) standart aktivite
analizleri gerceklestirmisler ve her pH degerinde enzimin kalan aktivite oranlarini
hesaplamiglardir. Sonuglara gore, PulsASK enzimi pH 5.0-7.0 araliginda oldukga
stabil kalmigtir,

Wei ve ark (2014), Bacillus cereus Nws-bc5 susundan elde ettikleri
rekombinant tip I asidik pullulanaz enziminin (Pulsc) pH stabilitesini belirlemek
amaciyla, enzimi 24 saat siireyle on inkiibasyona birakmuslardir. Standart aktivite
analizi sonunda Pulpc enzimi, pH 6.0-9.0 araliginda baslangic aktivitesinin
%75’inden fazlasin1 korumus ve en yiiksek stabilite degerini pH 7.0’de gdstermistir.

Singh ve ark (2010), Aureobasidium pullulans FB-1 susundan elde ettikleri
asidik pullulanaz enziminin pH stabilitesini analiz etmek amaciyla, enzimi pH 3.5-
7.0 araligindaki pH tamponlarinda 0-360 dakika araligindaki farkli siirelerde 6n
inkbasyona birakmislardir. 6 saatlik 6n inkiibasyonda, pH 4.5-6.5 araliginda oldukca
stabil olan FB-1 pullulanaz enziminin, pH 5.0’te baslangi¢ aktivitesinin %100’ linii
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korudugu tespit edilmistir. Ayni siirede, pH 5.5°te baslangi¢ aktivitesinin tamamina
yakini, pH 6.0’da aktivitesinin %90’indan fazlasim ve pH 6.5’te de %80’den
fazlasim korudugu belirlenmistir. pH 4.5’te 6 saatlik 6n inkiibasyon sonucunda
enzim baslangi¢ aktivitesinin %75’inden fazlasim ve pH 4.0’te %60’a yakinim
korumustur. pH 3.5’te 306 dakikalik 6n inkiibasyonda enzim %80 inaktive olmustur.
pH 7.0’de 2 saatlik 6n inkiibasyon sonucunda baslangi¢ aktivitesinin %60°1 kalan
FB-1 pullulanaz enzimi, 280 dakika sonunda aktivitesinin tamamini kaybetmistir.

Gomes ve ark (2003), termofilik Rhodothermus marinus’tan elde ettikleri
pullulanaz enzimini pH 4.0-10.0 araliginda 24 saatlik 6n inkiibasyona birakip,
standart enzim aktivitesi tayini yapmislar ve enzimin pH stabilitesini
belirlemislerdir. pH 5.0-9.0 araliginda oldukca iyi sabilite degerlerine sahip olan
enzim, pH 6.0’da baslangic aktivitesinin %100’linii korumustur. NP1 asidik
pullulanaz enziminin pH stabilite degerleri Gomes ve ark’ninkilerle (2003)
benzerlik gostermektedir.

NP1 asidik pullulanaz enzimi pH 8.0-12.0 araliginda yaklasik %112, pH 3.0-
7.0 arahiginda ortalama %104 aktivite gostermistir. Asidik ve alkali kosullarda
aktivitesinde artis goriilem NP1 asidik pullulanaz, asidik ve alkali enzimlerin
kullanildig: alanlar i¢in giiglii bir adaydir.

Anoxybacillus rupiensis NP2 susunun sentezledigi pullulanaz enzimi pH 3.0-
12.0 araliginda ortalama %102.4 oraninda stabil kalmistir (Sekil 4.42). Optimum
aktivitesini pH 9.0’da gosteren enzim, 8.0-12.0 araligindaki alkali pH araliginda
stabilitesini ortalama %95.4 oraninda koruyarak alkali 6zellikte bir enzim oldugunu
gostermistir. Genis pH stabilitesi spektrumuna sahip olan NP2 alkali pullulanaz

enzimi, pH 6.0’da %131 aktivite degerine ulagmistir.
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Sekil 4.42. Anoxybacillus rupiensis NP2 Susundan Elde Edilen Alkali Pullulanazin
pH Stabilitesine Ait Grafik

Lee ve ark (2016), Hermetia illucens (Siyah Asker Bocegi) larvasinin bagirsak
mikroflorasindan elde ettikleri alkalifilik pullulanaz enziminin (PulSS4) pH
stabilitesini belirlemek amaciyla, enzimi pH 5.0-11.0 araligindaki degerlerde 24 saat
sireyle 6n inkiibasyona birakmislardir. On inkiibasyon siiresi sonunda
gerceklestirilen standart aktivite analizlerine gore PulSS4 pullulanaz enziminin
asidik ve alkali kosullarda baslangi¢ aktivitesinin %80’inden fazlasin1 korudugu
tespit edilmistir. Anoxybacillus rupiensis NP2 susunun alkali pullulanaz enzimine ait
bulgular literatiirle benzerlik gostermektedir.

Asoodeh ve Lagzian’in (2012), Bacillus subtilis DR8806 susundan
saflagtirdiklart alkali glukoamilopullulanaz enziminin pH stabilitesinin belirlenmesi
amaciyla enzim pH 3.0-11.0 aralifindaki pH’larda 3 saat siireyle 6n inkiibasyona
birakilmis ve 70°C’de standart aktivite analizi gerceklestirilmistir. DR8806
glukoamilopullulanaz  enzimi, pH 4.0-9.0 araligindaki pH degerlerinde
oninkiibasyona birakildiginda 1 saatlik siire sonunda baglangic aktivitesinin
%90’ 1indan fazlasini korumustur. Ancak pH 10.0’un tizerindeki pH degerlerinde

enzimin kalan aktivite degerleri diismiistiir. pH 10.5’te %64 ve pH 11.0’de %50
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oranlarinda kalan aktivite degerleri Olgiilmiistiir. Enzimin alkali pH degerlerinde
yiiksek oranda stabiliteye sahip oldugu goriilmiistiir.

Samah ve ark (2005), Bacillus flavothermus KWF-1 susundan izole ettikleri
termofilik pullulanaz enzimininin pH stabilitesini belirlemek amaciyla, enzimi pH
7.0-10.0 araliginda 30 dakika siireyle 6n inkiibasyona birakmislardir. KWF-1
pullulanaz enzimi pH 4.0-5.0 araliginda inaktive olurken, en iyi stabilite degeri pH
10.0°da o6l¢tilmiistiir.

Kim ve ark (1993), termofilik ve alkalifilik Bacillus sp. S-1 susundan elde
ettikleri alkali pullulanaz enziminin pH 4.0-11.0 aralifindaki 24 saatlik inkiibasyon
stiresince baslangic aktivitesinin tamamini koruyarak stabil kaldigini1 bulmuslardir.
Calismamizda analiz edilen enzime ait pH stabilite degerlerinin literatiirdekilerden

daha yiiksek oldugu belirlenmistir.

4.4.4. Amilaz ve Pullulanaz Enzimlerinin Sicaklik Stabilitelerinin
Belirlenmesine Ait Bulgular

Amilaz ve pullulanaz enzimleri termal stabilitelerinin belirlenmesi amacuyla,
30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100°C sicakliklarda 60 dakika siireyle 6n inkiibasyona
birakilmistir. On inkiibasyondan sonra enzimlerin optimum sicakliklarinda ve
substratli optimum pH tamponlarinda yapilan standart aktivite analizlerine ait
bulgulart Sekil 4.43, 4.44, 4.45 ve 4.46’da gosterilmistir.

Aeribacillus pallidus NA1 susundan elde edilen alkali amilaz enziminin 30-
100°C araliginda baslangi¢ aktivitesinin ortalama %100’iinii korudugu belirlenmistir
(Sekil 4.43). Enzimin optimum aktivite gosterdigi sicaklik 50°C’dir. Bunun yani
sira, enzim analizi yapilan tiim sicaklik degerlerinde aktivitesini oldukga yiiksek
oranlarda korumustur. Enzimin aktivitesi 40-60°C araliginda indiiklenerek ortalama
%101 oraninda aktivite elde edilmistir. Bu bulgular, enzimin termostabil karakterde
oldugunu gostermektedir. NA1 alkali amilaz enzimine ait bu termal stabilite

bulgular gesitli literatiirlerdeki sonuglarla uyum gostermistir.
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Sekil 4.43. Aeribacillus pallidus NA1 Susundan Elde Edilen Alkali Amilazin
Sicaklik Stabilitesine Ait Grafik

Nithya ve ark (2016), Bacillus licheniformis KSU-6 susundan izole ettikleri
alkali amilaz enziminin termal stabilitesini belirlemek amaciyla, enzimi 40-100°C
araligindaki sicakliklarda 60 dakika siireyle 6n inkiibasyona birakmiglardir. Daha
sonra standart aktivite analizi yapildiginda en yiiksek aktivite (%100) 50 ve
60°C’lerde gozlemlenmistir. 100°C’de enzim aktivitesinin %58 oraninda korundugu
tespit edilmistir. NA1 alkali amilaz enzimi 100°C’de orijinal aktivitesini %97
oraninda korumustur.

Zhang ve ark (2016), Anoxybacillus sp. YIM 342 susundan izole ettikleri
alkali amilaz enziminin sicaklik stabilitesini belirlemek amaciyla enzimi 10-180
dakika siireyle 70, 80 ve 90°C’lerde 6n inkiibasyona birakmiglardir. Enzim 1 saat
sonunda 70°C’de aktivitesinin % 45’ini korurken, 30 dakikalik siire sonunda
80°C’de %49’dan fazla stabil kalmistir. Enzim 90°C’de 20 dakikalik 6n islem
sonunda %90 inaktive olmustur.

Aygan ve ark (2014), Bacillus subtilis A10 susuna ait alkali ve termofilik a-
amilaz enziminin sicaklik stabilitesini saptamak amaciyla, enzimi 4-90°C araliginda

30 dakika 6n inkiibasyona birakmiglardir. Enzim 4-50°C araliginda aktivitesini
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ortalama %91.5 korumustur.
Hauli ve ark (2013) Anoxybacillus sp. IB-A susundan saflagtirdiklart alkali

amilaz enzimi 70°C’de 10 saat siireyle 6n inkiibasyona birakildiginda %100 stabil

kalmustir.
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Sekil 4.44. Geobacillus lituanicus NA2 Susundan Elde Edilen Asidik Amilazin
Sicaklik Stabilitesine Ait Grafik

Geobacillus lituanicus NA2 susundan elde edilen asidik amilaz enzimi 30-
100°C sicakliklarda ortalama %72.1 oraninda stabilite degerine sahiptir. Enzim 30-
80°C araligindaki sicakliklarda ©n inkiibasyondan sonra orijinal aktivitesini
ortalama %93 korumustur. Enzim 90°C’de %86, 100°C*‘de ise %93 inhibe olmustur.
Optimum aktivite sicakligt 60°C olan NA2 asidik amilaz enziminin sicaklik
stabilitesi 90°C’den sonra hizla diismiistiir (Sekil 4.44). Bu bulgulara gore, enzim
termostabil karakterde olmakla birlikte, 80°C’den daha yiiksek sicakliklarda
gerceklestirilecek uygulamalar i¢in uygun degildir. Bir bagka ifadeyle, enzim 30-
80°C araliginda faaliyet gosteren alanlarda kullanilabilirlige sahiptir.

Emtenani ve ark (2015), Bacillus subtilis DR8806 susundan saflastirdiklar:
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amilaz enziminin termal stabilitesini belirlemek amaciyla enzimi 60 dakika siireyle
30-85°C araligindaki sicakliklarda 6n inkiibasyona birakmislardir. Enzimin 30-85°C
araliginda oldukga stabil kaldigini belirlemislerdir. DR8806 amilaz enzimi optimum
aktivite gosterdigi 70°C’de %100 stabil kalirken, 75-80°C araliginda baslangig
aktivitesinin %50’sinden fazlasini korumustur.

Kalpana ve Pandian (2014), Bacillus subtilis S8—18 susundan elde ettikleri
asit-alkali 6zellikteki termofilik a-amilaz enziminin termal stabilitesini belirlemek
amaciyla enzimi 40-100°C araligindaki sicakliklarda 10 ve 60 dakika inkiibasyona
birakmislardir. S8—18 amilaz enzimi 10 dakikalik inkiibasyon sonunda 70°C’ye
kadar ortalama %61, 1 saatlik inkiibasyon sonucunda 50°C’ye kadar ortalama %71
oraninda stabilitesini korumustur.

Asad ve ark (2011), Bacillus sp. WA21 susundan kismi olarak saflastirdiklar
termo-asidik a-amilaz enzimi 35-85°C gibi genis bir sicaklik araliginda 10 dakika
siireyle inkiibe edildiginde, ortalama %60’tan daha fazla oranda stabil kalirken,
65°C’de orijinal aktivitesinin %100’linii korumustur. WA1 amilaz enzimi 85°C’de

%50 inhibe olmustur.
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Sekil 4.45. Geobacillus thermoleovorans NP1 Susundan Elde Edilen Asidik
Pullulanazin Sicaklik Stabilitesine Ait Grafik
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Geobacillus thermoleovorans NP1 susundan elde edilen asidik pullulanaz
enzimi 30, 40 ve 50°C’de %90 oraninda stabil kalmistir. Buna karsilik, 60-100°C
araliginda enzim aktivitesi hizla azalmistir ve enzim baslangi¢ aktivitesinin yalnizca
%17’sini koruyabilmistir. Optimum aktivitesini 50°C’de gosteren NP1 asidik
pullulanaz enzimi, 50°C’de aktivitesinin %89 unu korumakla birlikte, 50°C’nin
iizerindeki sicakliklarda aktivitesini kaybetmistir. Bu durumdan dolay1, enzimin ayni
zamanda mezofilik 6zellik gosterdigi de sdylenebilmektedir (Sekil 4.45). 60°C ye
kadar ortalama %90 stabil kalan NP1 asidik pullulanaz mezo-termotolerant
ozelliktedir.

Kahar ve ark (2016), Anoxybacillus sp. SK3-4 susundan izole ettikleri tip I
pullulanaz (PulsASK) enziminin termal stabilitesini belirlemek amaciyla, enzimi 20
dakika siireyle 30-100°C araligindaki sicakliklarda 6n inkiibasyona birakmislar ve
standart aktivite analizi ile kalan aktivite degerlerini belirlemislerdir. Enzim 30-60°C
araliginda baslangig aktivitesinin neredeyse tamamini korumustur, ancak 60°C’den
sonra stabilitenin diisiise gectigi gorilmistir. Enzim 100°C’de aktivitesinin
tamamini kaybetmistir. PulsASK enzimi, 12 saat siireyle 60, 65 ve 70°C
sicakliklarda 6n inkiibasyona birakilmis ve yapilan aktivite analizlerine gére enzimin
60°C’de 9 saat 6n inkiibasyona birakildiktan sonra baglangi¢ aktivitesinin %50’sini,
12 saat sonunda ise %40 kadarin1 korudugu tespit edilmistir. Enzim 65°C’deki 6n
inkiibasyon sonucunda 1 saat, 70°C’de ise yaklagsik 30 dakika sonunda baglangic
aktivitesinin tamamini kaybetmistir.

Singh ve ark (2010), Aureobasidium pullulans FB-1 susundan elde ettikleri
asidik pullulanaz enziminin termal stabilitesini belirlemek amaciyla, enzimi 40, 45,
50, 55, 60, 65 ve 70°C sicakliklarda 0-6 saat siirelerde On inkiibasyona
birakmiglardir. Enzim, optimum aktivite gosterdigi sicaklik degeri olan 50°C’de, 6
saatlik 6n inkiibasyon siiresi sonunda baslangic aktivitesinin tamamini korumustur.
FB-1 pullulanaz enzimi, 70°C’de 4 saatlik 6n inkiibasyon siiresi sonunda baglangic

aktivitesinin tamamini kaybederken, 6 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda, sirasiyla,
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40°C’de baslangig aktivitesinin %70’e yakinini, 45°C’de yaklasik %80’ini, 55°C’de
%90’a yakinini, 60°C’de %80’inden fazlasim1 ve 65°C’de %60’tan fazlasini
korudugu belirlenmistir.

Duffner ve ark (2000), Desulfurococcus mucosus’tan elde ettikleri termoaktif
pullulanaz enziminin sicaklik stabilitesini belirlemek icin enzimi 40-100°C
araliginda, 30 dakikadan 4 saate kadar farkli siirelerde ©On inkiibasyona
birakmislardir. On  inkiibasyon siireleri sonunda standart aktivite analizleri
gerceklestirilmistir. Enzim, 75°C’de 4 saat siire sonunda baslangi¢ aktivitesinin
%80’ine yakinini, 80°C’de ise %60°ndan fazlasini koruyup stabil kalirken, 85°C’de
50 dakikalik 6n inkiibasyon siiresi sonunda baglangic aktivitesinin %50’sini
korumustur. Enzim 90°C’de 1 saat ve 100°C’de yaklasik 15 dakika sonunda

baslangi¢ aktivitesinin tamamini kaybetmistir.
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Sekil 4.46. Anoxybacillus rupiensis NP2 Susundan Elde Edilen Alkali Pullulanazin
Sicaklik Stabilitesine Ait Grafik

Anoxybacillus rupiensis NP2 alkali pullulanaz enziminin 30-100°C

araligindaki sicakliklardaki stabilitesi ortalama 9%90.5°tir (Sekil 4.46). Enzim
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optimum aktivitesini 60°C*de gdostermekle birlikte, 70, 80, 90 ve 100°C’de ortalama
%100 stabil kalmistir. Ozellik 80°C’deki aktivitesi %109°dur. Bu degerler, NP2
alkali pullulanaz enziminin yiiksek oranda termal stabiliteye sahip bir enzim
oldugunu gostermektedir.

Roodi ve ark (2017), Cohnella sp.’den izole ettikleri rekombinant termo-
alkalifilik Coh01133 amilopullulanaz enziminin termal stabilite profilini belirlemek
amactyla enzimi 0-100°C aralifindaki sicakliklarda 90 dakika siireyle on
inkiibasyona birakmislardir. Yapilan standart aktivite analizi sonucunda elde edilen
veriler, enzimin 20-60°C araliginda baslangic aktivitesinin %90’ korudugunu,
ancak 60°C’nin iizerinde aktivitesinin diislise gectigini gostermistir.

Lee ve ark (2016), Hermetia illucens (Siyah Asker Bocegi) larvasinin bagirsak
mikroflorasindan elde ettikleri alkalifilik pullulanaz enziminin sicaklik stabilitesini
belirlemek i¢in, PulSS4 pullulanaz enizmini 10-60°C araligindaki sicakliklarda 8
saat siireyle Oninkiibasyona birakmislar ve daha sonra standart enzim aktivitesi
analizini ger¢eklestirmiglerdir. Enzim 40°C’de 8 saat siireyle basglangi¢ aktivitesinin
%60’ 11 korurken, 60°C’de 2 saatlik Oninkiibasyon siiresi sonunda baglangig¢
aktivitesinin tamamini kaybetmistir.

Asoodeh ve Lagzian (2012), Bacillus subtilis DR8806 susundan izole ettikleri
alkali glukoamilopullulanaz enziminin sicaklik stabilitesini belirlemek i¢in enzimi
30-90°C araligindaki sicakliklarda 60 dakika siireyle dninkiibasyona birakmiglardir.
Sonuglara goére, DR8806 glukoamilopullulanaz enziminin aktivitesi 30-70°C
araligindaki sicakliklarda, baslangi¢ aktivitesine kiyasla, yaklasik %20 oraninda
diismiistiir. Enzim 80°C’de yalmizca %24 oraninda kalan aktivite degerine sahip
iken, 85 ve 90°C sicakliklarda 5 dakikalik 6n inkiibasyon sonrasinda baslangi¢
aktivitesinin tamamini kaybettigi belirlenmistir.

Samah ve ark (2005), Bacillus flavothermus KWF-1 susundan izole ettikleri
alkali pullulanaz enzimininin termal stabilitesini belirlemek amaciyla, enzimi 40-

90°C araligindaki sicakliklarda 30 dakika siireyle 6n inkiibasyona birakmiglardir.
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KWF-1 pullulanaz enzimi 90°C’ye kadar basglangi¢ aktivitesinin biiyiik bir kismin

korurken, 90°C’nin {izerindeki sicakliklarda aktivitesini kaybettigi gorilmiistiir.

4.4.5. Inhibitér, Selatér, Metal Iyonu, Deterjan ve Okside Edici Ajanlarin
Amilaz ve Pullulanaz Enzim Aktiviteleri Uzerindeki Etkilerine Ait Bulgular

Amilaz ve pullulanaz enzimleri iki farkli konsantrasyonda hazirlanan
inhibitor, selatdr, metal iyonu, deterjan ve okside edici ajanlar (PMSF, EDTA,
CaCl,, MgCl,, CuCly, ZnCl,, BaCl,, MnCl,, CoCl, ve HgCl (her 5 mM ve 10 mM),
4M ve 8M iire, SDS, TritonX-100, Tween 20, Tween 80, B-Merkaptoetanol ve H,O»
(%1 ve %5)) ile 60 dakika 6n inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda kalan
aktivitenin saptanmasi i¢in standart enzim aktivitesi gergeklestirilmistir. Elde edilen
bulgular Cizelge 4.10, 4.11, 4.12, 4.13 ve 4.15’te gosterilmistir.

Aeribacillus pallidus NA1 susundan izole edilen termo-alkalin 6zellikteki
amilaz enzimi, metal iyonlarimin iki farkli konsantrasyonunda on inkiibasyona tabi

tutulmustur (Cizelge 4.10).

Cizelge 4.10. NA1 Alkali Amilaz Aktivitesine Metal Iyonlarinn Etkisi

L Kalan II. Kalan
Kimyasallar
konsantrasyonlar | Aktivite (%) | konsantrasyonlar | Aktivite (%)

Kontrol - 100 - 100
CaCl 5mM 96 10 mM 93.4
MgCl: 5mM 96.3 10 mM 84
CuCl 5mM 128 10 mM 106
ZnClL2 5 mM 98 10 mM 88
BaCl: 5 mM 99 10 mM 94.1
MnCl2 5 mM 164.1 10 mM 156
CoCl2 5 mM 120.1 10 mM 112.1
HgCl2 5 mM 99 10 mM 92
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Enzim aktivitesi CaCl,’nin her iki konsantrasyonunda da korunmus dnemli
derecede inhibisyon gerceklesmemistir. Enzim 5 mM CaCl,, konsantrasyonunda
aktivitesini %96 korurken, 10 mM’lik konsantrasyonda %93.4 stabil kalmistir. Bu
sonug, NA1 alkali amilaz enziminin Ca*? bagimli bir enzim olmadigini gostermekte
olup, nisasta endiistrisinde enzimin kullanilabilirligi agisindan énemli bir etkendir.
Nigasta endiistrisinde Ca** bagimli olmayan enzimler daha ¢ok tercih edilmektedir
(Wang ve ark, 2016).

MgCl,, BaCl, ve HgCL’iin 5 mM’lik konsantrasyonlari enzim aktivitesini
etkilememekle birlikte, 10 mM’lik konsantrasyonlarda, sirasiyla, %84, 94.1 ve 92
oranlarinda stabilite elde edilmistir. Enzim 5 mM ZnCl, konsantrasyonunda %98, 10
mM konsantrasyonda %88 oraninda stabilitesini korumustur. Enzimin ZnCl, ile
aktive olmamasi enzimin termofilik oldugunu gostermektedir (Ozturk ve ark, 2013;
Aygan, 2008). CuCl,, MnCl, ve CoCl,’nin her iki konsantrasyonu da enzim

aktivitesini 6nemli diizeyde artirmstir.

Cizelge 4.11. NA1 Alkali Amilaz Aktivitesine Inhibitor, Selatdr, Deterjan ve Okside

Edici Ajanlarin Etkisi
L Kalan 1L Kalan
Kimyasallar
konsantrasyonlar | Aktivite (%) | konsantrasyonlar | Aktivite (%)
PMSF 5 mM 99.1 10 mM 94.4
EDTA 5 mM 105.2 10 mM 92.3
Ure 4M 64 8M 223
SDS % 1 93.3 % 5 49
TritonX100 % 1 103 % 5 94.1
Tween 20 % 1 109 % 5 88
Tween 80 % 1 105 % 5 90
-merkapto-
B P % 1 106.1 % 5 5
etanol
H20: % 1 40 % 5 0
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Aeribacillus pallidus NA1 susundan izole edilen termo-alkalin &zellikteki
amilaz enzimi ¢esitli inhibitdr, selator, deterjan ve okside edici ajanlarin iki farkl
konsatrasyonunda 6n inkiibasyona tabi tutulmustur (Cizelge 4.11).

Enzim 5 mM PMSF ile aktivitesini %99.1, 10 mM konsantrasyonda % 94.4
korumustur. Bu durum, enzimin aktif bélgesindeki serin aminoasit igeriginin diigiik
oldugunu gostermektedir (Aygan, 2008). Enzim aktivitesi 5 mM EDTA ile
indiiklenerek %105.2 aktivite elde edilirken, 10 mM EDTA ile bir miktar inhibisyon
meydana gelmis ve % 92.3 kalan aktivite elde edilmistir. NA1 alkali amilaz enzimin
aktivitesinde EDTA ile 6nemli derecede bir inhibisyonun gerceklesmemesi enzimin
metaloenzim karakterinde olmadigini géstermektedir.

NAI alkali amilaz enzimi, 4 M’lik tire ile %36, 8 M’lik iire ile %87.7 oraninda
inhibe olmustur. Urenin enzimi inhibe etmesi, enzimin hidrofobik aminoasitlerden
olustugunun bir gostergesidir (Samie ve ark, 2012).

NAT1 alkali amilaz enzimi, %1 SDS ile muamele edildiginde aktivitesinin
%93.3’lnii korurken, %5°lik SDS enzim aktivitesinin %51’ini inhibe etmigtir.
Enzimin SDS’ye 6nemli derecede direngli olmasi deterjan formiilasyonlarinda
kullanilma potansiyelinde oldugunun gostergesidir.

TritonX-100’lin %1 ve %5°lik konsantrasyonlari enzim aktivitesini, sirasiyla,
%103 ve %94.1 oranlarinda indiiklemistir. %1 Tween 20 ve %1 Tween 80, sirasiyla,
aktiviteyi %109 ve %105 oraninda indiikklemistir. Her iki ajanin %5’lik
konsantrasyonunda ortalama %90 kalan aktivite elde edilmistir. Enzim aktivitesinin
%1 Tween20 ve Tween80 ile indiiklenmesi, enzimin deterjanlara karsi oldukca
dayaniklt oldugunu ve o6zellikle deterjan endiistrisinde kullanilabilir 6zellikte
oldugunu gostermektedir.

B-merkaptoetanol’iin %1 konsantrasyonu, enzimin aktivitesini %106.1’ya
yiikseltirken, %5’lik konsantrasyonu aktiviteyi %95 inhibe etmistir. NA1 alkali
amilaz enzimi H,O:’nin %1 konsantrasyonunda %60 oraninda inhibe olurken,

%»5’lik konsantrasyonda tamamen inhibisyon gerceklesmistir.
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Nithya ve ark (2016), Bacillus licheniformis KSU-6 susundan izole ettikleri
alkali amilaz enzimine ¢esitli deterjanlarin etkilerini belirlemek amaciyla, 10 mM
SDS, TritonX-100, Tween 20 ve Tween 80 ile 30 dakika inkiibe etmislerdir. Enzim
SDS ile %91, TritonX-100 ile %88, Tween 20 ile %79 ve Tween 80 ile %85
oranlarinda stabil kalmustir.

Zhang ve ark (2016), termofilik Anoxybacillus sp. YIM 342 susundan izole
ettikleri termo-alkalin Ozellikteki amilaz enziminin aktivitesi lizerine g¢esitli
katyonlarn (10 mM ZnCl,, LiCl, CdCls, KCl, CaCl,, FeCls, BaCl,, NaCl, CuCl,,
AlCI3, MnCl,, MgCl,, AgNOs;, Co(NOs);, Pb(CH3COO),, NiSOs) ve bazi
kimyasallarin (SmM PMSF, EDTA, DTT, SDS) etkisini ¢alismiglardir. Enzimi
cesitli kimyasallarla 80°C’de 30 dakika inkiibasyona biraktiktan sonra standart
amilaz aktivitesi tayini yapmuslardir. Enzim, Cd*, Pb*?, Fe*?, Cu*?, Al*}, Mn*?, Co*,
Ag*, Mg*?, Ni*? ve Ba*? ile, sirasiyla, %93, 84, 97, 97, 81, 72, 70, 73, 28, 16 ve 52
oranlarinda inhibe olurken, Na*, K*ve Li* aktiviteyi etkilememistir. YIM 342 amilaz
enzimi, Na* ile % 98, K" ile %97 ve Li* ile %101 oranlarinda stabil kalmistir. Enzim
Ca* ile indiiklenmis ve %112 aktivite degeri elde edilmistir. Cogu amilaz enzimi,
yapisal biitiinliik ve stabiliteleri i¢in Ca*?iyonuna bagimlidir (Hiteshi ve ark, 2014).
Enzim aktivitesi 5 mM EDTA ile %90 oraninda inhibe olmustur. EDTA inhibisyonu,
amilaz aktivitesinin metal bagimli oldugunu gostermektedir (Ramirez-Zavala ve ark,
2004). SDS’nin 5 mM konsantrasyonunda enzim aktivitesinde %78 oraninda azalma
gerceklesmis ve enzim denatiire olmustur. Enzimin SDS’ye karsi hassas olmasi,
proteinin kompakt bir yapiya sahip olmadigin1 ve bazi esnek bilesenlere sahip
oldugunu gostermektedir (Amid ve ark, 2014). PMSF’nin %79 oraninda enzim
aktivitesini inhibe etmesi, Ser ve Cys rezidiilerinin YIM 342 amilaz eniminin
aktivitesi igin gerekli oldugunu ve enzimin aktif bolgesinde yeraldigini gostermistir
(Urek ve Pazarlioglu, 2004).

Song ve ark (2016), derin deniz bakterisi Luteimonas abyssi XHO31T

susundan elde ettikleri alkalifilik a-amilaz enziminin (LaaA) aktivitesi iizerine metal
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iyonlarinin ve diger kimyasallarin etkisini arastirmak i¢in Na*, K*, Fe*}, Mn*?, Ca*,
Zn*?, Ag*, A1, Mg*, iire ve SDS’ nin gesitli konsantrasyonlarini kullanarak, pH 9.0
ve 50°C’de aktivite tayini yapmiglardir. Enzim aktivitesi 1 mM Na*, K* ve Mn*?
eklenmesiyle, sirasiyla, %121.5, 108.1 ve 117.2°ye yiikselmistir. Enzim aktivitesi 10
mM K*, 1 mM Fe*’, 1 mM AI* ve iire ile belirgin bir sekilde inhibe olmamustir.
Enzim, 10 mM’dan yiiksek Na*, 100 mM’dan yiiksek K*, 10 mM’dan yiiksek Mn*2,
10 mM’dan yiiksek Fe**, 10 mM’dan yiiksek Al*, Zn**, Mg*, Ca*> ve SDS ile
onemli Olcilide inhibe olmustur. Yapilan galigmalara gdre, metal iyonlarinin enzim
aktivitesi tizerindeki etkisi enzimin yapisal Ozelligi ile ilgilidir. Bu nedenle,
muhtemelen LaaA a-amilazda Na*, K* ve Mn*? igin benzer metal baglama alanlari
vardir ve bu aktivite artiglarinin ekstrem cevreye adaptasyonun bir sonucu
olabilecegi diisiiniilmektedir.

Wang ve ark (2016), Bacillus sp. WanglLB susundan izole ettikleri termo-
alkali amilaz enziminin aktivitesi lizerine ¢esitli metal iyonlarinin (2 ve 5 mmol/L
konsantrasyonlarda) ve kimyasallarin etkisini belirlemiglerdir. Ca*? eklendiginde
amilaz aktivitesinin etkilenmemesi, enziminin Ca*? bagimli olmadigini gostermistir.
Literatiirlere gore, Bacillus sp.’den iiretilen amilaz enzimlerinin ¢ogu Ca*> bagimli
olup, Ca*? eklenmesinin amilaz aktivitesini artiric1 yonde onemli etkileri olmaktadir
(Abdel-Fattah ve ark, 2013; Burhan ve ark, 2003). Nisasta endiistrisinin en biiyiik
sorunlarindan biri, iiretim islemini engelleyebilecek kalsiyum oksalatin olusumudur.
Bu nedenle, son yillarda kalsiyum-bagimsiz amilaz talebindeki artis dikkat
cekmektedir (Xie ve ark, 2014; Kikani ve Singh, 2011). Bu da, WangLLB susundan
elde edilen amilazin nisasta endiistrisinde kullanim i¢in biiyiik bir potansiyele sahip
oldugunu gostermektedir.

Aygan ve ark (2014), Bacillus subtilis A10 susundan saflastirdiklar alfa
amilaz enziminin aktivitesi iizerine metal iyonlarinin, selatorlerin, deterjanlarin ve
inhibitorlerin etkisini test etmek amaciyla enzimi 30 dakika siireyle 6n inkiibasyona

birakmislardir. Enzim, ZnCl,, tire, KCl, EDTA, CaCl, ve SDS varliginda inhibe
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olmus ve, sirasiyla, % 35.2, % 24.3, % 35, % 51.6, % 46.35 ve % 24.1 kalan
aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. p-merkaptoetanol enzim aktivitesini
etkilememistir. EDTA inhibisyonu, enzimin metal iyonuna ihtiya¢ duydugunu
gostermektedir.

Hauli ve ark (2013), Anoxybacillus sp. IB-A susundan izole etikleri termo-
alkalin amilaz enziminin aktivitesi lizerine cesitli metal iyonlarinin ve kimyasal
maddelerin etkisine bakmiglardir. Bunun igin enzimi, Mg*, Fe*?, Pb*?, Co*?, Cr*?,
Ca*, Ni*?, K*, Na*, Zn*?, Cu*?, Li*, Ag*, Hg", Mo*™, Cd", Mn** gibi metal
iyonlarinin 10 mM’lik soliisyonlariyla ve EDTA, B-merkaptoetanol, SDS, TritonX-
100 ve Tween 20 gibi kimyasallarla 1 saat siireyle 60°C’de on inkiibasyona
birakmiglardir. Mo*?, K*, Mn*?, Cu*?, Hg*’, Pb** ve Co™, enzim aktivitesini,
strastyla, %113.4, 115.2, 108.9, 110.2, 109.9, 104.39 ve 106 oranlarinda arttirmastir.
Enzim aktivitesinde, EDTA (%112.81), SDS (%110.39), TritonX100 (%121.68) ile
B-merkaptoetanol (%135.30) ile 6nemli oranda artis meydana gelmistir. Tween 20,
enzim aktivitesini ¢ok az miktarda inhibe etmistir (%98.74). Bu sonuglar, enzimin
selator ve SDS’ye direngli bir amilaz oldugunu gostermekle birlikte, bir
metaloenzim olmadigim da kanitlamaktadir (Gupta ve ark, 2003). Enzim Ni*? ve
Zn*? ile, sirastyla, %89 ve %99 stabil kalmistir. Mg*?, Fe+2, Cr*?, Ag*?, Ca*, Li*?,
Cd*?, Na* ve K* ise enzim aktivitesinde, sirasiyla, % 101.07, 105.28, 101.18, 109,
101.61, 106.47, 108.87, 105.37 ve 115.23 oranlarinda kismi artislara neden
olmustur.

Chakraborty ve ark (2011), ¢esitli metal iyonlar1 (5 mM ve 10 mM), cesitli
kimyasal ve selatlayici maddelerin Saccharopolyspora sp. A9 susundan elde ettikleri
a-amilaz enziminin aktivitesi iizerine etkisini aragtirmiglardir. Enzim kimyasallar ile
30 dakika 55°C’de 6n inkiibasyona birakilmistir ve 60 dakika optimum sicaklikta
standart amilaz aktivitesi tayini yapilmistir. Amilaz aktivitesi, 5 mM Ca** ile
%125’e, 10 mM Ca* varhiginda ise %142 ye yiikselmistir. Ca*? iyonunun, amilaz

tiretiminde ve aktivitesinde 6nemli bir role sahip oldugu goriilmiistiir. Mg** (5 mM
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%109.87, 10 mM %117.61), Mn*™ (5 mM %110, 10 mM %126), Co** (5 mM
%104.5, 10 mM %110.21), Cu** (5 mM %108.79, 10 mM %117.47) gibi divalent
katyonlarm da enzim aktivitesini gili¢lendirdigi tespit edilmistir. Ancak amilaz
aktivitesi Hg™ (5 mM %64.23, 10 mM %46.78), Zn** ve Fe** (5 mM %56.67, 10
mM %42.12) iyonlartyla inhibe olmustur. K* iyonunun amilaz aktivitesi {izerinde
higbir etkisi olmamistir (5 mM K* %100, 10 mM K* %99.96). 8 mM iire, enzim
aktivitesini %9.45’e, 5 mM EDTA ise %2.13’e diigiirmiistir.

Geobacillus lituanicus NA2 susundan izole edilen termo-asidik 6zellikteki
amilaz enzimi, cesitli inhibitor, selator, metal iyonu, deterjan ve okside edici
ajanlarin iki farkli konsatrasyonunda 6n inkiibasyona tabi tutulmustur (Cizelge
4.11).

CaCly’nin her iki konsantrasyonu da NA2 amilaz enziminin aktivitesini ¢ok
etkilememekle birlikte, 5 mM ve 10 mM CaCl, konsantrasyonlarinda, sirasiyla, %
84 ve 88.1 kalan aktivite degerleri elde edilmistir. CaCl, konsantrasyonu 2 kat
arttirlldiginda enzimin kalan aktivitesinde bir miktar artis goriilmesi enzimin kismen
kalsiyum bagimli oldugunu diisiindiirmektedir.

MgCl,, CuCl,, ZnCl,, BaCl,, CoCl, ve HgCl,’iin hem 5 mM hem de 10 mM
konsantrasyonunda enzimin aktivitesi olduke¢a yiiksek oranlarda korunmustur. NA2
asidik amilaz enzimi, ZnCl, ile reaksiyona girdiginde 5 mM ZnCl, ile aktivitesinin
%90°’mm1 ve 10 mM ile aktivitesinin % 86.3’linii korumustur. MnCl, enzim
aktivitesini artiric1 yonde etki gostermistir ve 5 mM MnCl, ile muamele sonucunda
%147 ve 10 mM ile %124 aktivite degeri elde edilmistir.

Enzim, 5 mM ve 10 mM PMSF ile muamele edildiginde, aktivitenin %82 ve
%84.4 korundugu saptanmistir. Enzimin PMSF’den etkilenmemesi aktif bolgesinde
serin aminoasit iceriginin diisiik oldugunu goéstermektedir. Enzim 5 ve 10 mM
EDTA ile aktivitesini, sirasiyla, %75 ve 85 oraninda aktivitesini korumustur. NA2
asido-termofilik amilaz enziminin EDTA ile inhibe olmamasi enzimin aktif

merkezinde metal iyonu bulunmadigini gostermektedir.
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Cizelge 4.12. NA2 Asidik Amilazin Aktivitesi Uzerine Cesitli Kimyasallarin Etkisi

L. Kalan IL. Kalan
Kimyasallar
konsantrasyonlar | Aktivite (%) | konsantrasyonlar | Aktivite (%)
Kontrol - 100 - 100
CaCl 5 mM 84 10 mM 88.1
MgCl: 5 mM 92 10 mM 91.3
CuCl 5 mM 119 10 mM 88.1
ZnCl: 5 mM 90 10 mM 86.3
BaCl: 5 mM 91.1 10 mM 83
MnCL 5 mM 147 10 mM 124
CoCl: 5 mM 106.2 10 mM 98.1
HgCl: 5 mM 120 10 mM 109
PMSF 5 mM 82 10 mM 84.4
EDTA 5 mM 75 10 mM 85
Ure 4M 52 8M 22
SDS % 1 82.4 % 5 83.1
TritonX-100 % 1 80.2 % 5 88
Tween 20 % 1 89.3 % 5 89.4
Tween 80 % 1 94.2 % 5 94.4
p-merkapto- %1 1212 %5 3
etanol
H20: % 1 18 % 5 0

Deterjan tiirevli SDS, TritonX-100, Tween 20 ve Tween 80’in %1 ve %5
konsantrasyonlartyla muamele sonucunda enzim aktivitesi, sirastyla, %82.4 ve 83.1,
%80.2 ve 88, %89.3 ve 89.4, %94.2 ve 94.4 oranlarinda korunmustur. Bu sonuglar,
NA?2 asidik amilaz enziminin deterjanlara oldukg¢a dayanikli oldugu gostermektedir.

Enzim %1’lik B-merkaptoetanol ile aktive olmus ve aktivitede %21.2
oraninda artiy meydana gelmistir. Bu durum, enzimin aktif bolgesinde dimerik

formda sistin aminoasiti bulundugunu gdstermektedir (Singh ve ark, 2012). Bununla
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birlikte, %5 B-merkaptoetanol aktivite {izerinde yiiksek diizeyde inhibisyon etkisi
gostermistir. H>O, nin hem %1 (%18) hem de %5’lik (%0) konsantrasyonu NA2
amilaz 6nemli diizeyde inhibe etmistir. Bu sonug, enzimin okside edici ve agartici
bilesiklere kars1 direngsiz oldugunu gostermektedir.

Emtanani ve ark (2015), Bacillus subtilis DR8806 susundan izole ettikleri
asidik ve termofilik ozellikteki (pH 5.0 ve 70°C) o-amilaz enziminin aktivitesi
iizerine metal iyonlari, enzim inhibitorleri ve denatiire edici ajanlarin etkisini
belirlemislerdir. Enzim her kimyasal ile 30 dakika siireyle 6n inkiibasyona birakilmis
ve standart enzim aktivitesi tayini yapilmistir. Metal iyonlariyla test edildiginde, 5
mM Na*, K* ve Ca**iyonlar1 varliginda o-amilaz aktivitesi, sirasiyla, %120, 113 ve
116’ya yiikselmistir. 1 mM Ba*? iyonu ile enzim %81 kalan aktivite gosterirken, 5
mM konsantrasyonda enzim aktivitesi %112 olarak oSl¢iilmiistiir. Ancak, enzim
aktivitesi Zn*?, Cu*?, Pb*2, Hg*? ve Mn*? varhiginda gii¢lii bir sekilde inhibe olmustur.
Enzim, Co*> ve Mg*™ iyonlariyla bir miktar inhibe olarak, | mM ve 5 mM
konsantrasyonlarda, sirasiyla, %73 ve 38, %44 ve 22 aktivite gostermistir. Amilaz
enzimi, Fe**’nin 1 mM ve 5 mM konsantrasyonlarinda %29 ve 26 stabil kalmstir.
B-merkaptoetanoliin 1 mM konsantrasyonunda %61 ve 5 mM konsantrasyonunda
%359 oraninda kalan aktiviteye sahip olan amilaz enzimi, 5 mM iire ile aktivitesinin
9%98’ini korumustur. Amy8806 amilaz enzimi, anyonik surfaktan olan SDS’nin %10
ve %20 konsantrasyonunda aktivitesini %85 ve 70 oraninda korumustur. Enzimin
SDS’den yiiksek oranda etkilenmemesi Ozellikle deterjan formiilasyonunda
kullanilabilirligi agisindan ¢ok 6nemlidir. Enzim %20 TritonX-100 varliginda biiyiik
miktarda inhibe olmustur (%88). 5 mM EDTA varliginda baslangic aktivitesinin
%80’ini korumasi, enzimin aktivitesi i¢in metal iyonlarmin gerekli oldugunu
gostermektedir.

Ozturk ve ark (2013), Bacillus subtilis A28 susunun {irettigi asidik ve
termofilik amilaz enzimini izole etmisler ve cesitli metal iyonlarinin, deterjanlarin,

selatorlerin ve siirfaktanlarin enzim aktivitesi ve stabilitesi {izerine etkisini

150



4. BULGULAR ve TARTISMA Nihan ARABACI

belirlemiglerdir. Bunun i¢in 10 mM konsantrasyondaki metal iyonlarindan FeCl,,
FeCls, LiCly, ZnCl,, NiCl,, CoCly, ZnSOs, BaCl,, CuCl,, FeSO4, NaCl, KCI, MnCl,,
MgCl,, CaCl,, farkli konsantrasyonlarda EDTA, 10 mM PMSF ve 2-merkaptoetanol
ile %1 ya da %0.1 TritonX-100, Tween 20, Tween 80 ve SDS kullanmislardir.
Amilaz aktivitesi, Fe*?, Fe*}, Cu*? ve Zn*? iyonlariyla tamamen inhibe olmustur.
Co*, Ni*? ve Mn*? iyonlar1 enzimi, sirasiyla, %64, 55 ve 23 oranlarinda inhibe
etmistir. Enzim Ca* ile %97, Na* ile %102, Mg* ile %102, Li* ile %108 ve Ba**ile
%95 stabil kalmistir. Enzim aktivitesi KCl eklenmesiyle %15 oraninda artig
gostermistir. amy28 o-amilaz aktivitesi, %1 ve %0.1 SDS ile tamamen inhibe
olmustur. PMSF ve EDTA (10 mM) , enzim aktivitesini %35 ve %26 oranlarinda
inhibe etmistir. TritonX-100 (%0.1 ve %1) enzim aktivitesini, sirastyla, %10 ve %12
oranlarinda inhibe etmistir. %0.1 ve %1 konsantrasyonlardaki Tween 20 ve Tween
80 enzim aktivitesini, sirasiyla, %16 ve %18, %5 ve %13 inhibe etmistir.

Sharma ve Satyanarayana (2013), Bacillus acidicola’dan izole ettikleri, asit-
stabil ve termofilik a-amilaz enziminin aktivitesi tlizerine 1 ve 5 mM
konsantrasyonlarda hazirlanmis, Ca*?, Co*?, Ba*?, Hg*?, Mn*?, Mg*?, Cu*?, Zn*?
iyonlarinin, B-merkaptoetanol ve (PMSF) gibi inhibitorlerin ve EDTAnin etkilerini
aragtirmiglardir. Co*™? enzim aktivitesini gii¢lii bir sekilde arttirirken, Ca*? iyonu

+2

herhangi bir etki gostermemistir. Co™nin 1 mM’lik konsantrasyonu enzim

aktivitesini %250 oraninda artirirken. 5 mM konsantrasyonda %230 aktivite artisi

+2>

elde edilmistir. Ca**’un aktivitede degisiklige yol agmamasi enzimin bagimsiz
oldugunu gostermektedir. Nigasta endiistrisinde Ca** bagimli olmayan a-amilazlar
tercih edilmektedir. Ca*?, glukoz izomerazi inhibe etmekte ve bdylece ileriki
agsamalarda tiriinden Ca** giderimi gerekli hale gelmektedir (Antranikian, 1992).
Mg*un 1 mM Kkonsantrasyonu aktivitede degisiklige yol agmazken, 5 mM
konsantrasyonu aktiviteyi %126’ya yiikseltmistir. Ba™ ve Zn* 1 mM
konsantrasyonda aktiviteyi %10 oraninda inhibe ederken, 5 mM konsantrasyonda,

sirastyla, %86 ve 76 kalan aktivite saptanmigtir. Mn** ve Hg™ enzimi giiglii bir
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sekilde inhibe etmistir. 1 mM Mn*? aktiviteyi %25’¢ diiseriirken, 5 mM Mn*? enzimi
tamamen inhibe etmistir. Enzimin Hg*? ile %100 inhibisyonu, enzim molekiiliinde
karboksil gruplarmin bulundugunu gostermektedir (Dey ve ark, 2002). Ayrica,
Hg*’nin indol halkasim oksitledigi ve triptofanda bulunan aromatik halka ile
etkilesime girdigi bilinmektedir (Kumar ve Satyanarayana, 2011; Liu ve ark, 2010).
Tween 20 ve Tween 80 deterjanlarinin konsantrasyonu arttikca enzim aktivitesi
artarken, SDS ve TritonX-100 hafif inhibitorik etki gostermislerdir. %0.1 Tween 20
ile %100 aktiviteye sahip olan enzimin aktivitesi %0.2’lik Tween 20 ile %116’ya
yiikselmistir. Aym1 sekilde, enzimin aktivitesi %0.2 Tween 80’de %102’ye
yiikselmistir. SDS ve TritonX-100’tin %0.1°lik konsantrayonlarinda aktivitesinin
tamamini1 koruyan amilaz enziminin, %0.2’lik konsantrasyonlardaki aktivitesi,
strastyla, %90 ve 95.5 oraninda diigmiistiir. 1 mM EDTA ile aktivitenin %85’1
korunmustur ve enzim aktivitesinde 5 mM EDTA ile %40 inhibisyon
gergeklesmistir. 1 mM PMSF ile enzim aktivitesinin %75 korundugu, 5 mM PMSF
ile tamamen inhibe oldugu bulunmustur. [-merkaptoetanolin 1 mM
konsantrasyonda enzimi %7 inhibe ederken, 5 mM’da %15 inhibisyon
gerceklesmistir.

+29

Birgok c¢alismada Zn**’nin amilazlar tizerindeki c¢esitli etkileri rapor
edilmigtir. Zn*?, termostabil amilazlar igin iyi bilinen bir inhibitér olup, Zn*? ile
inhibisyon enzimin termostabil karakterde oldugunu gdstermektedir (Dheeran ve
ark, 2010; Arikan, 2008). Enzimin Co*?, Cu*’, Fe*?, Fe™ ve Ni*? iyonlariyla
inhibisyonu iki farkli mekanizmayla aciklanabilmektedir. Bunlardan ilki, ekzojen
katyonlar ve proteinlerle iligkili katyonlar arasindaki rekabetin metaloenzim
aktivitesini azalttigim1 one siirmektedir. Digeri ise, bazi metal iyonlarinin direkt
inhibitorik etkisini vurgulamaktadir. Ancak ikinci durumda inhibitorik etki,
enzimatik aktiviteye ya da konformasyonal degisimlerden kaynaklanan substrat

baglanmasina katki saglayan metal iyonlariyla amino asitler arasindaki etkilesime

baglidir (Chai ve ark, 2012b; Lin ve ark, 1998).
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EDTA ile enzimin inhibe olmasi, enzimin aktivite gdstermek i¢in divalent
katyonlara gereksinim duydugunun gostergesidir. PMSF, serin amino asidi ile
reaksiyona giren ve bu 0Ozelligi ile enzimi inhibe eden iyi bilinen bir proteaz
inhibitoriidiir. B-merkaptoetanol ile enzimin inhibe olmamasi, enzimde yeterince
distilfit bag1 bulunmadiginin gostergesidir.

Geobacillus lituanicus NA2 susundan elde edilen asidik amilaz, Ca*
bagimsiz, termostabil ve asidik, serin amino asitlerince zengin olmayan igerige
sahip, metaloenzim o6zelligi zayif, hidrofobik aminoasitlerden olusan, yapisinda
distilfit bag1 tasimayan, tiyol gruplar1 bulunduran, deterjanlara direngli, aktivitesi
icin kismen metal iyonlarina gerek duyan, deterjan ve nisasta endiistrisi i¢in uygun
bir enzimdir.

Geobacillus thermoleovorans NP1 susundan izole edilen termo-asidik
ozellikteki pullulanaz enzimi, g¢esitli inhibitor, selator, metal iyonu, deterjan ve
okside edici ajanlarin iki farkli konsatrasyonunda 6n inkiibasyona birakilmistir
(Cizelge 4.12).

CaCly’tin 5 mM konsantrasyonunda enzim aktivitesinin %96.4’{iniin
korundugu, 10 mM konsantrasyondaki ise enzimin %100 stabil oldugu bulunmustur.
Bu sonuca gore, NP1 amilaz enzimi Ca** bagimli bir enzim olmayip, nisasta
endiistrisi i¢in o-1,6 glukozit baglarim1 hidrolize etme yetenegi nedeniyle
glukoamilaz enzimine alternatif olma 6zelligindedir.

5 mM MgCl, ve BaCl; ile enzim aktivitesinin %94 korundugu, 10 mM’lik
konsantrasyondaki her iki iyonla da aktivitenin indiiklenerek %104’e yiikseldigi
bulunmustur. ZnCly’iin 5 mM ve 10 mM konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi
%104 ve 106 olarak ol¢iilmiistiir. MnCl, ve CoCl,’iin her iki konsantrasyonu da
enzim aktivitesini arttirmistir. Bu iki metal iyonunun 5 mM konsantrasyonlarinda,
aktivite degeri, sirasiyla, %142.2 ve 146, 10 mM’lik konsantrasyonlarinda, sirasiyla,
%124.1 ve 130°dur. CuCl; iin her iki konsantrasyonu da enzim aktivitesini bir miktar

arttirmugtir. NP1 asidik pullulanaz aktivitesi 5 mM Cu*? ile %110, 10 mM Cu*? ile
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%115°tir. 5 mM HgCl, ile pullulanaz aktivitesinde farklilik olmazken (102.4), 10

mM’lik konsantrasyonda enzim %22 oraninda inhibe olmustur.

Cizelge 4.13. NP1 Asidik Pullulanazin Aktivitesi Uzerine Cesitli Kimyasallarin

Etkisi
Kimyasallar L. Kalan II. Kalan
konsantrasyonlar | Aktivite (%) | konsantrasyonlar | Aktivite (%)
Kontrol - 100 - 100
CaCl 5mM 96.4 10 mM 100
MgClL. 5mM 94 10 mM 104
CuCL 5mM 110 10 mM 115
ZnCl, 5mM 104 10 mM 106
BaCl: 5mM 94 10 mM 104
MnClL: 5mM 142.2 10 mM 146
CoCl 5mM 124.1 10 mM 130
HgClz 5mM 102.4 10 mM 78
PMSF 5mM 100 10 mM 103
EDTA 5mM 92 10 mM 101.3
Ure 4M 53 8M 25.3
SDS % 1 51 % 5 86.3
TritonX-100 % 1 89.2 % 5 109
Tween 20 % 1 102.4 % 5 109
Tween 80 % 1 102.4 % 5 104
p-merkapto- % 1 145 % 5 6.3
etanol
H20: % 1 19.3 % 5 1
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PMSF’nin her iki konsantrasyonunda da NP1 asidik pullulanazin baglangi¢
aktivitesi korunmustur. Bu durum, enzimin aktif bdlgesindeki serin aminoasit
iceriginin diisiik oldugunu gostermektedir (Aygan, 2008). 5 mM EDTA ile enzim
aktivitesi %92, 10 mM EDTA ile % 101.3’dir. Pullulanaz enziminin aktivitesinde,
EDTA ile onemli derecede bir inhibisyonun gerceklesmediginden, enzimin bir
metaloenzim olmadig diisliniilmektedir. NP1 asidik pullulanaz 4 M’lik iire ile %53
oraninda aktivite gosterirken, 8 M konsantrasyondaki iire ile baslangi¢ aktivitesinin
%25.3’1inii korumustur. Urenin her iki konsantrasyonuyla muamele sonucunda
enzim inhibisyonunun gergeklesmesi, enzimin hidrofobik aminoasitlerce zengin bir
yaptya sahip oldugunu gostermektedir (Samie ve ark, 2012).

NP1 asidik pullulanaz %1 SDS ile muamele edildiginde aktivitesinin %51 ini
korurken, %5 SDS ile muamele sonucu kalan aktivite %86.3’tiir. TritonX-100’{in
%1 ve %5’lik konsantrasyonlar1 ile gerceklesen reaksiyon sonucundaki enzim
aktivitesi, sirasiyla, %89.2 ve 109’dur. Tween 20 ve Tween 80’in %1 ve %5’lik
konsantrasyonlar1 enzim aktivitesini etkilememis ve aktivite diisiik diizeyde de olsa
indiikklenmigtir. Enzimin deterjan tiirevli bu ajanlarla denatiire olmamasi,
deterjanlara kars1 oldukga dayanikli oldugunu ve &zellikle deterjan endiistrisinde
kullanilabilir 6zellikte oldugunu gostermektedir.

Enzimin aktivitesi %1 B-merkaptoetanol ile %145 iken, %5 B-merkaptoetanol
konsantrasyonu enzimi %93.7 oraninda inhibe etmistir. H>O;’nin %1°lik
konsantrasyonu enzimi %80.7 oraninda inhibe ederken, %5’lik konsantrasyonu
enzimin tamamini giiglii bir sekilde inhibe etmistir. Bu sonug¢ enzimin okside edici
ajanlara kars1 dayaniksiz oldugunu gostermektedir.

Kahar ve ark (2016), Anoxybacillus sp. SK3-4 susundan izole ettikleri asidik
ve termofilik dzellikteki (pH 6.0 ve 60°C) tip I pullulanaz enziminin aktivitesi
iizerine ¢esitli konsantrasyonlardaki metal iyonlarinm, enzim inhibitorlerinin ve
denatiire edici kimyasallarin etkisini belirlemislerdir. SK3-4 pullulanaz enzimi,

MgCl,’iin 2 mM’lik konsantrasyonunda %122.53 ve 5 mM’lik konsantrasyonunda
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%121.16 oraninda aktivite gostermistir. 2 mM BaCl, ile %54.33, 5 mM BaCl, ile
%24.24 kalan aktivite degerine sahip olan enzim, 2 mM MnCl, ile yaklagik %60
oraninda inhibe olurken, 5 mM MnCl, ile enzimin baglangi¢ aktivitesinin %24.95’1
korunmustur. Hem 2 mM hem de 5 mM ZnCl ile oldukca yiiksek oranda (yaklasik
inhibisyon oranlar1 %78 ve %86) inhibe olan SK3-4 pullulanaz enziminin, CoCl; ve
CuCl, ile muamele edildiginde orijinal aktivitesinin neredeyse tamamini kaybettigi
gozlemlenmistir. Enzimin 2 mM EDTA ile %68.36, 2 mM SDS ile %53.08 ve 2 mM
iire ile %57.1 oraninda kalan aktivite degerleri 6l¢iilmiistiir. 2 mM B-merkaptoetanol
ile inkiibasyona birakilan enzimin baslangi¢ aktivitesinde artis goriilmiistiir
(%142.9). %1’lik konsantrasyonlarda hazirlanmis deterjan tiirevli Tween 20, Tween
80 ve TritonX-100 ile reaksiyona birakilan enzim aktivitesini, sirastyla, %142.9,
113.67 ve 71.58 oranlarinda korumustur.

Singh ve ark (2010), Aureobasidium pullulans FB-1 susundan elde ettikleri
termofilik ve asidik pullulanaz enziminin aktivitesi lizerine ¢esitli
konsantrasyonlardaki (2-10 mM) metal iyonlar1 (Zn*?, Ca*?, Cu*?, Ba*?, Mg*?, Min*?,
Co*? Hg'*, K*) ve EDTA nin, %0.025-0.10 araligindaki farkli konsantrasyonlardaki
SDS, Tween 80 ve TritonX-100 gibi gesitli surfaktanlarin etkisini arastirmiglardir.
Pullulanaz aktivitesindeki maksimum artisin, Ca*? (2.1 kat) ve Mn*? (1.84 kat) ile
oldugunu saptamiglardir. Bu sonuglara gore, enzimin daha iyi katalitik aktivite
gostermek i¢in bu iyonlara ihtiya¢ duydugunu belirtmislerdir. Cu*® ve Hg**’nin 4
mM’lik konsantrasyonu FB-1 pullulanaz enziminin inaktivasyonuna sebep olurken,
Ni**’nin 1 mM konsantrasyonu enzim aktivitesini tamamen inhibe etmistir. Diger
metal iyonlarinin diisiik konsantrasyonlartyla muamele edilen enzimin aktivitesinde
onemli bir azalma gozlemlenmemistir. EDTA’nin, FB-1 pullulanaz enzimini inhibe
etmemis olmasinin, EDTA’nin pullulanaz aktivitesi ig¢in gerekli olan divalent

katyonlar1 selatlamadiginin gostergesi olarak belirtilmistir. SDS, Tween 80,

TritonX-100 surfaktanlarinin  higbir konsantrasyonu (%0.025-0.10) enzim
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aktivitesini ~ arttirmammstir. NP1  asidik pullulanazin  aktivite sonuglar
literatiirdekilerle benzerlik gostermektedir.

Riidiger ve ark (1995), hipertermofilik Pyrococcus woesei susundan elde
ettikleri  termostabil  pullulanaz  enziminin  aktivitesi  {izerine  ¢esitli
konsantrasyonlardaki metal iyonlarinin, enzim inhibitorlerinin ve denatiire edici
kimyasallarin etkisini arastirmislardir. Enzim 1, 3 ve 5 mM konsantrasyonlardaki
CaCl; ile muamele edildigindeki aktivitesi, sirastyla, %363, 370 ve 360 oranlarina
yiikselmistir. ZnCl, ve CuCl, enzim aktivitesi {izerinde giiclii bir inhibisyona sebep
olmustur. Enzim 1, 3 ve 5 mM MgCl; ile reaksiyona birakildiginda, sirasiyla, %128,
103 ve 99 oranlarinda aktivite gdstermistir. Ayn1 konsantrasyonlardaki MnCl, ile
muamele edilen enzimin, sirastyla, %126, 106 ve 99 oranlarinda aktiviteye sahip
oldugu bulunmustur. Pullulanaz enzimi 1, 3 ve 5 mM CoCl; ile muamele edildigi
zaman, sirasiyla, %135, 105 ve 94 oranlarinda aktivite gostermistir. Saflastirilan
pullulanaz enzimi 1 mM SDS’de aktivitesinin tamamini korumus, 5 mM SDS ile
%87 inhibe olmustur. Enzim 3 ve 6 M iire ile etkilesime birakildiginda aktivitesi,
sirastyla, %100 ve 50 olarak hesaplanmigtir. Pullulanaz enzimi 10 mM -
merkaptoetanol ile %170, 30 mM B-merkaptoetanol ile %145 oraninda aktivite
gostermistir ve %1 TritonX-100 ile muamele edildiginde aktivitesinin orijinal degere
gore iki kat arttigi goriilmistiir.

NP1 asidik pullulanaz enzimi termostabilitesi zayif, serin aminoasit icerigi
disiik, metaloenzim &zelligi gostermeyen, okside edici ajanlardan etkilenen,
hidrofobik amino asit icerigi zengin, deterjanlara 6nemli dlciide direnglilik gosteren
ozellikte bir enzimdir.

Anoxybacillus rupiensis NP2 susundan izole edilen termo-alkali 6zellikteki
pullulanaz enzimi ¢esitli inhibitor, selatdr, metal iyonu, deterjan ve okside edici

ajanlarin iki farkli konsatrasyonunu ile muamese edilmistir (Cizelge 4.13).
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Cizelge 4.14. NP2 Alkali Pullulanazin Aktivitesi Uzerine Cesitli Kimyasallarin

Etkisi
Kimyasallar L Kalan II. Kalan
konsantrasyonlar | Aktivite (%) | konsantrasyonlar | Aktivite (%)
Kontrol - 100 - 100
CaCl 5mM 176 10 mM 100.7
MgClL. 5mM 172 10 mM 91
CuCl 5mM 141.2 10 mM 75
ZnCl, 5mM 148 10 mM 78
BaCl: 5mM 153.2 10 mM 86.4
MnClL: 5 mM 220 10 mM 93.2
CoCl2 5mM 162 10 mM 61.4
HgCl. 5mM 170 10 mM 27.3
PMSF 5mM 170 10 mM 96.4
EDTA 5mM 193 10 mM 84.1
Ure 4M 80 &M 18.2
SDS % 1 83.1 % 5 63
TritonX-100 % 1 185.2 % 5 111.4
Tween 20 % 1 182 % 5 91
Tween 80 % 1 172 % 5 87.3
p-merkapto- % 1 240 % 5 30
etanol
H>0> % 1 104 % 5 41

NP2 alkali pullulanaz enzimi, 5 mM CaCl, konsantrasyonu ile muamele
edildiginde %176 oraninda aktivite gostermistir. Bu sonuca gore, enzim Ca*? bagimli
bir enzimdir. Buna karsilik 10 mM CacCl, konsantrasyonda baslangi¢ aktivitesinin
tamamini korunmustur. NP2 alkali pullulanaz, 5 mM ZnCl, ile %148 aktivite
gosterirken, 10 mM konsantrasyonda aktivite %78 diizeyine diigsmiistiir. Bu degerler

dikkate alindiginda NP2 alkali pullulanazin termofilik karakterde bir enzim oldugu
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goriilmektedir (Ozturk ve ark, 2013; Aygan, 2008). Enzim aktivitesi 5 mM
konsantrasyondaki Mn*? ile %220, Mg*? ile %172, Co* ile %162, Hg** ile %170,
Ba*? ile %153 ve Cu*? ile %141°dir. Buna karsilik 10 mM Mg*?, Cu*?, Ba*?, Mn*?
ve Co*? konsantrasyonlarindaki aktivite, sirasiyla, %91, 75, 86.4, 93.2 ve 61.4
oraninda korunmustur. Enzim 10 mM HgCl, ile muamele edildiginde baslangic
aktivitesinin sadece %27.3’ii oraninda stabil kalmstir.

Enzim, 5 mM PMSF ile %170 oraninda aktivite gdsterirken, 10 mM PMSF
ile muamele edildiginde baslangic aktivitesinin %96.4’linii korudugu tespit
edilmistir. Enzimin PMSF ile inhibe olmamasi, aktif bolgesindeki serin aminoasit
iceriginin diisiik oldugunu gostermektedir.

NP2 alkali pullulanaz, 5 mM EDTA ile %193 oraninda yiiksek bir aktivite
sergilerken, 10 mM EDTA ile baslangi¢ aktivitesini %84.1 oraninda korumustur.
NP2 alkali pullulanazin EDTA ile inhibe olmamasi, enzimin bir metaloenzim
olmadigini gostermektedir.

Enzim aktivitesi, deterjan Ozelligindeki SDS, TritonX-100, Tween 20 ve
Tween 80 kimyasallarinin %1°lik ve %5°lik konsantrasyonlarinda, sirasiyla, %83.1
ve 63, %185.2 ve 111.4, %182 ve 91, %172 ve 87.3 oranlarindadir. Bu sonuglar,
NP2 alkali pullulanaz enziminin deterjan ve yilizey aktif ajanlara karsi oldukca
dayanikli oldugunu gostermektedir.

Enzim, p-merkaptoetanoliin %1’lik konsantrasyonu ile %240 oraninda
oldukea yiiksek bir aktivite degeri gostermistir. Bu durum, enzimin aktif bolgesinde
fazla miktarda sistin dimerik aminoasitlerinin bulundugunu gostermektedir (Singh
ve ark, 2012). Bununla birlikte, %5 B-merkaptoetanol enzimin baslangi¢ aktivitesini
%'70 inhibe etmistir. Enzim aktivitesi %1 H,O- ile %104 degerine ulasirken, %5°lik
konsantrasyonda orijinal aktivitenin %59’u inhibe olmustur. Enzimin H»>O,’e kars1
cok yiiksek diizeyde direncliligi bulunmaktadir.

Lee ve ark (2016), Hermetia illucens (Siyah Asker Bocegi) larvasinin bagirsak

mikroflorasindan elde ettikleri alkali pullulanaz enzimini (PulSS4), ¢esitli metal
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iyonlari, deterjanlar ve diger kimyasallarn varliginda 60 dakika siireyle 6n
inkiibasyona birakmiglardir. Tween 20, Tween 80 ve TritonX-100 gibi iyonik
olmayan deterjanlarin %1’lik konsantrasyonunda enzim aktivitesinde ¢ok az
miktarda azalma goriiliirken, %10’luk konsantrasyonlarda enzimin %70 oraninda
stabil kaldig1 belirlenmistir. Enzim %1 SDS’de orijinal aktivitesini %15 korudugu,
buna karsilik %3 ve {lizeri konsantrasyonlarda aktivitenin tamamen kayboldugu
bildirilmistir. Enzim, Mg*?, Cu*? ve Ca*? gibi divalent katyonlarla, sirasiyla, %99.1,
86.3 ve 103 oranlarinda aktivite gosterirken, Mn*2, Zn*?, Co*?, Hg*?, Ni** ve Cd** ile
aktivitesini kaybetmistir. Enzim aktivitesi 1 mM EDTA ile tamamen yok olmustur.
Enzimin, 1 M fiire ile baslangi¢ aktivitesinin %64.4’iinii, 3 M iire ile aktivitesinin
%15’ini korudugu goriilmiistlir. PulSS4 enziminin 10 mM B-merkaptoetanol ile
aktivitesinde %116.4 artis gergeklestigi bulunmustur.

Asha ve ark (2013), toprak &rneginden elde ettikleri Bacillus halodurans
bakterisine ait alkali pullulanaz enziminin aktivitesi lizerine ¢esitli metal iyonlarinin
(10 mM Cu*?, Ca*?, Mg*?, Zn*?* ve Mn*?) ve baz1 kimyasallarin (EDTA, PMSF)
etkilerini saptamigslardir (6n inkiibasyon 10 dakika). Pullulanaz aktivitesi Zn*> ve
Cu*? iyonlariyla inhibe olmustur. Mg*?> ve Mn*? ile enzimin baslangi¢ aktivitesinin

neredeyse tamamina yakinmi korunmus, Ca*®

un enzimin aktivitesini artirdig
bulunmustur. Pullulanaz enziminin gii¢lii bir metal selatlayici olan EDTA ile inhibe
olmamasi enzimin metaloenzim karakterinde olmadigimi gostermektedir. Aymni
zamanda, pullulanaz enziminin PMSF ile aktivitesinin %80’inden fazlasim
korumasi, enzimin aktif bdlgesinde histidin ve serin rezidiilerinin bulunmadig
seklinde degerlendirilmistir.

Lee ve ark (2000), Bacillus circulans S-1 susundan elde ettikleri pullulan 6-
glukanohidrolaz enziminin aktivitesi tlizerine 1 mM konsantrasyondaki metal
iyonlar1 (CaCl,, CoCl,, MgCl,, ZnCl,, CuCl, ve MnCl,) ve EDTA’nin 24 saatlik

etkisini belirlemek amaciyla aragtirmalar yapmuslardir. S-1 enzimi, Ca*?, Co*™ ve

Mg* iyonlariyla, sirastyla, %107, 112 ve 107 oranlarinda aktivite gostermistir. Mn*?
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iyonu, enzimin baslangig aktivitesini %44 oraninda arttirmigtir. Enzim, Zn*? ve Cu*?
ile reaksiyonu sonucunda bir miktar inhibe olmus ve baslangi¢c aktivitesinin,
sirastyla, %71 ve 46 oranlarinda korundugu bulunmustur. Enzim EDTA ile %107
oraninda aktivite gdstermistir.

Anoxybacillus rupiensis NP2 susundan izole edilen termo-alkali 6zellikteki
pullulanaz enzimi kullanmilan kimyasal ajanlarin 5 mM ve %1 konsantrasyonlar
enzim aktivitesinde 6nemli seviyede artisa neden olmustur. Buna karsilik 10 mM ve
%S5 konsantrasyonlardaki aktivite degerlerinde, orijinal aktiviteye ve 5 mM ile %1
konsantrasyondaki aktivite degerlerine gore azalma goriilmiistiir. TritonX-100’{in
her iki konsantrasyonuyla da aktivitede artis elde edilmistir. Biitiin degerler dikkate
alindiginda, en yiiksek inhibisyon %73 ile 10 mM Hg**’da gergeklesirken, bunu
yaklasik %72 ile 8M iire, %70 ile %5 B-merkaptoetanol, %59 ile %5 H,0: ve %57
ile %5 SDS izlemistir. Literatiirlerden farkli olarak %100 inhibisyon
gerceklesmemistir. NP2 alkali pullulanaz, serin ve histidin amino asitleri igermeyen,
Ca*? bagiml, deterjan, okside edici ajanlar, yiizey aktif bilesikler ve birgok metal
iyonuna direngli ve aktivitesi indiiklenen, metaloenzim &zelliginde olmayan ve

hidrofobik aminoasitlerce zengin bir enzimdir.

4.4.6. NaCl’nin Amilaz ve Pullulanaz Enzimlerinin Aktiviteleri Uzerine
Etkisinin Belirlenmesine Ait Bulgular

Amilaz ve pullulanaz enzimlerinin aktiviteleri {izerine tuzun etkisini saptamak
amaciyla, enzimler %1, %5, %10 ve %]15'lik konsantrasyonlara sahip NaCl
cozeltileri ile 60 dakika siireyle on inkiibasyona tabi tutulmus ve aktivite analizi
yapilmistir. Enzim aktivitelerine ait bulgular Sekil 4.47, 4.48, 4.49 ve 4.50’deki
grafiklerde gosterilmistir.
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Sekil 4.47. Aeribacillus pallidus NA1 Susundan Elde Edilen Alkali Amilazin
Aktivitesi Uzerine NaCl’nin Etkisine Ait Grafik

Aeribacillus pallidus NA1 susundan elde edilen alkali amilaz %1, 5, 10 ve 15
NaCl konsantrasyonlarinda, sirasiyla, %54, 58, 53 ve 41 aktivite gostermistir (Sekil
4.47). En yiiksek aktivite %5’lik NaCl konsantrasyonunda %58 iken, tiim NaCl
konsantrasyonlarindaki ortalama aktivite degeri %51.5 olarak bulunmustur. Bu
sonug, enzimin orta diizeyde halofilik 6zellikte oldugunu gostermektedir.

Nithya ve ark (2016), Bacillus licheniformis KSU-6 susundan elde ettikleri
alkali amilaz enzimi 0-4 M NaCl konsantrasyonlarinda 1 saat siireyle On
inkiibasyona birakilmistir. Enzim 0-2 M NaCl varliginda %100 stabilite gostermistir.
Amilaz enzimi, 4 M NaCl’de %73, 3M NaCl’de %88 oraninda aktivite gostermistir.

Aygan ve ark (2014), Bacillus subtilis A10 susundan izole ettikleri alkalifilik
a-amilaz enziminin 0.1-4.0 M NaCl ile 30 dakika 6n inkiibasyona birakmuslardir.
Maksimum enzim aktivitesi 1 M (%5.85) NaCl varliginda elde edilmistir.

Chakraborty ve ark (2011), haloalkalifilik Saccharopolyspora sp. A9
susundan izole ettikleri amilaz enzimini %3.5, 7, 11, 14 ve 17 NaCl’de 48 saat
inkiibasyona birakmislardir. Enzim, %11 NaCl’de %72, %17 NaCl’de %33 aktivite

gostermistir.
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Anupama ve Jayaraman (2011), Bacillus aquimaris VITP4 susundan izole
ettikleri alkali o-amilaz enzimini 0-5 M NaCl c¢ozeltileri ile 15 dakika 6n
inkiibasyona birakmislardir. 3.5 M NaCl konsantrasyonda enzimin aktivitesi %60
oraninda korudugu saptamistir. Enzim aktivitesinin, 0-1 M NaCl’de degismedigi, 3
M NaCl’de aktivitenin %75’inin korundugu tespit edilmistir. NaCl konsantrasyonu
5 M’a ¢ikarildiginda aktivitenin biiyiik olciide diistiigli bildirilmistir.
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Sekil 4.48. Geobacillus lituanicus NA2 Susundan Elde Edilen Asidik Amilazin
Aktivitesi Uzerine NaCl’nin Etkisine Ait Grafik

Geobacillus lituanicus NA2 susundan elde edilen asidik amilaz enzimi %1, 5,
10 ve 15°1ik NaCl konsantrasyonlariyla muamele edildiginde, sirasiyla, %47, 54, 58
ve 57 oranlarinda stabil kalmigtir (Sekil 4.48). Tim tuz konsantrasyonlarinda
ortalama %48 oraninda stabilitesini koruyan NA2 asidik amilaz enziminin en yiiksek
aktivitesi %10 NaCl konsantrasyonunda %58 olarak 6l¢iilmiistiir. Enzim %15 NaCl
konsantrasyonunda %57 oraninda kalan aktiviteye degerine sahiptir. Bu 6zellikleri
ile enzim orta diizeyde halofiliktir.

Bajpai ve ark (2015), Haloferax sp. HA10 susundan izole ettikleri asidik a-
amilaz enziminin, 0.5-3.0 M NaCl’de stabilitesini 6nemli oranda korudugunu
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bildirmiglerdir. Enzim 4 M NaCl’de %48 aktivite gosterirken, maksimum aktivite
degeri 1M NaCl’de elde edilmistir.

Kalpana ve Pandian (2014), asidik S8-18 a-amilaz enzimini %0-28 NaCl
konsantrasyonlarinda 24 saat 6n inkiibasyona birakmuslardir. Enzim aktivitesi, %4
NaCl konsantrasyonuna kadar etkilenmemis, %15°’lik konsantrasyonda aktivitesinin
%80’ini korunmustur. Enzim, %28 NaCl konsantrasyonunda %72 oraninda stabil
kalmistir.

Shafiei ve ark (2011), halofilik Nesterenkonia sp. F bakteri susundan elde
ettikleri asidik a-amilaz enzim aktivitesine NaCl etkisini belirlemek amacryla, 0-4
M konsantrasyonlardaki NaCl ¢ozeltileriyle analizler gerceklestirmislerdir. Genis
NaCl konsantrasyonu araliginda aktivite gosteren amilaz enzimi maksimum
aktivitesini 0.75—-1 M NaCl konsantrasyonu araliginda gostermistir. Enzim 4 M
NaCl’de %50.2 aktivite gostermistir. NA2 asidik amilaz enziminin NaCl’e karsi
aktivite davranisi literatiirle uyumludur.

Geobacillus thermoleovorans NP1 asidik pullulanaz enzimi %1, 5, 10 ve
15°1ik NaCl konsantrasyonlarinda, sirasiyla, %46, 50, 50 ve 48 aktivite gostermistir
(Sekil 4.49). Enzim en yiiksek aktiviteyi %5-10 konsantrasyonlarda %50 diizeyinde
gostermistir. Biitiin tuz konsantrasyonlar1 degerlendirildiginde ortalama aktivite
%48.5 olarak hesaplanmustir.

Kahar ve ark (2016), Anoxybacillus sp. SK3-4 susundan saflastirdiklari tip 1
pullulanaz (PulsASK) enzimini 2 ve 5 mM NaCl ile 6n inkiibasyona birakarak
aktivite analizi yapmslardir. SK3-4 pullulanaz enzimi, 2 mM NaCl ile %128.54,
S5mM NaCl ile %122.30 oranlarinda aktivite gostermistir.

Qiao ve ark (2014), Exiguobacterium acetylicum YHS susundan elde ettikleri
asidik tip I pullulanaz enzimini (Pul3YH5) 5 mM NaCl ile muamele etmisler ve

enzimin abaglangic aktivitesinin tamamini korudugunu tespit etmislerdir (%101.91).
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Sekil 4.49. Geobacillus thermoleovorans NP1 Susundan Elde Edilen Asidik
Pullulanazin Aktivitesi Uzerine NaCl’nin Etkisine Ait Grafik

Ling ve ark (2009), Bacillus cereus H1.5 susundan izole ettikleri asidik tip II
pullulanaz enzimini 0.2 ve 2 mM NaCl ile inkiibasyona birakmiglar ve standart
aktivite analizleri gergeklestirmiglerdir. H1.5 pullulanaz enzimi 0.2 ve 2 mM NaCl
ile giiglii bir sekilde inhibe olmus ve sirasiyla, %12.3 ve 5.8 oranlarinda kalan
aktivite degerleri elde edilmistir.

Kunamneni ve Singh (2006), Bacillus sp. AN-7 susundan saflastirdiklari
asidik pullulanaz enzimini 10 mM NaCl ile inkiibasyona biraktiklarinda, enzimin
baslangi¢ aktivitesinin tamamini (%100) korudugunu goézlemlemislerdir.

Anoxybacillus rupiensis NP2 susundan elde edilen alkali pullulanaz enziminin
%1, 5, 10 ve 15’lik NaCl ile elde edilen kalan aktivite degerleri, sirasiyla, %48, 48,
50 ve 46’dir (Sekil 4.50). Tim tuz konsantrasyonlarinda ortalama %48 oraninda
stabil kalan NP2 alkali pullulanaz enziminin en yiiksek stabilite degeri %10 NaCl’de
bulunmustur (%50).
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Sekil 4.50. Anoxybacillus rupiensis NP2 Susundan Elde Edilen Alkali Pullulanazin
Aktivitesi Uzerine NaCl’nin Etkisine Ait Grafik

Roodi ve ark (2017), Cohnella sp.’den izole ettikleri rekombinant termo-
alkalifilik Coh01133 amilopullulanaz enziminin 5 mM NaCl ile inkiibasyonu
sonucunda enzimin aktivitesinde, baslangica gore azalma gerceklestigini
gbzlemlemigler ve kalan aktivite degerinin %32 oldugunu belirlemislerdir.

Siroosi ve ark (2014), Halorubrum sp. Ha25 susundan elde ettikleri halofilik
amilopullulanaz enziminin 0-4.5 M’lik araligindaki NaCl ile muamele etmisler ve
stabilite analizleri gergeklestirmiglerdir. Enzimin en yiiksek aktiviteyi 3.5 M
NaCl’de gosterdigi bildirilmislerdir. NP2 alkali pullulanaz enzimi %10 NaCl
konsantrasyonunda %350 aktivite degeri ile literatiir verilerine yakin aktivite
gostermistir.

Lee ve ark (2000), alkalifilik Bacillus circulans S-1 susundan elde ettikleri
alkali pullulan 6-glukanohidrolaz (pullulanaz) enziminin 1 mM NaCl’de %110

aktivite gdsterdigini bildirmisleridir.
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4.4.7. ince Tabaka Kromatografisi (TLC) ile Hidroliz Uriinlerin Belirlenmesine
Ait Bulgular

Aeribacillus  pallidus NA1, Geobacillus lituanicus NA2, Geobacillus
thermoleovorans NP1 ve Anoxybacillus rupiensis NP2 suslarindan izole edilen
amilaz ve pullulanaz enzimlerinin reaksiyon iiriinlerinin saptanmasi igin ince tabaka
kromatografisinde (TLC) analizleri gergeklestirilmistir. Sonuglar Sekil 4.51, 4.52,
4.53 ve 4.54’te gosterilmistir.

Sekil 4.51. NA1 Alkali Amilaz ve NA2 Asidik Amilaz Enzimlerinin TLC Analizi
Sonucu Agiga Cikan Son Uriinler (A: NA1+%]1 nisasta, B: NA1+%2
nisasta, C: NA1+%]1 pullulan, C: NA1+%2 pullulan, D: NA1+%4
nisasta, E: NA1+%4 pullulan, M: marker (%1’lik glukoz, maltoz,
maltotrioz, maltodekstrin karisimi), F: NA2+%]1 nisasta, G: NA2+%?2
nisasta, H: NA2+%]1 pullulan, I: NA2+%?2 pullulan, I: NA2+%4
nisasta, J: NA2+%4 pullulan).

TLC analizi sonucunda, NA1 alkali amilaz enziminin %1, 2 ve 4 nisasta (A,
B, D) ve %1, 2 ve 4 pullulan1 (C, C, E) 24 saatlik inkiibasyon sonunda glukoza kadar
tamamen hidrolize ettigi bulunmustur (Sekil 4.51). Reaksiyon {riinleri dikkate
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alindiginda, Aeribacillus pallidus NA1 susundan izole edilen NA1 alkali amilaz
enziminin a-amilaz ve amilopullulanaz 6zelliginde oldugu belirlenmistir.

Song ve ark (2016), Luteimonas abyssi XHO031 susundan izole ettikleri
alkalifilik a-amilaz enziminin (LaaA), nisastay1r glukoz, maltoz ve maltotrioza
hidrolize ettigini saptamislardir.

Aygan ve ark (2014), Bacillus subtilis A10 susundan elde ettikleri alkalifilik
a-amilaz enziminin nisastay1 45°C’de 60 dakika sonunda glukoz, maltoz ve diger
oligosakkaritlere hidrolize ettigini belirlemislerdir.

Asoodeh ve Lagzian (2012), Bacillus subtilis DR8806 susundan
saflastirdiklar1 glukoamilopullulanaz enziminin %1 nisastay1 30 dakika, 1, 2,4, 6 ve
24 saat sonunda maltoz ve glukoza hidrolize ettigini, 24 saatlik inkiibasyonda son
iiriin olarak sadece glukoz elde edildigini bildirmislerdir. Enzim bu o6zellikleri
sayesinde glukoamilaz seklinde degerlendirilmistir. Enzim ayn1 zamanda pullulani
maltotrioza hidrolize ettigi i¢in amilopullulanaz olarak da adlandirilmstir.

Behal ve ark (2006), Bacillus sp. AB 04 susundan elde ettikleri alkali a-amilaz
enziminin, 100°C’de 30 dakikalik inkiibasyon sonunda nisastay1 glukoz, maltoz ve
diger oligosakkaritlere hidrolize ettigi saptamistir.

NA2 asidik amilaz %1, 2 ve 4 konsantrasyondaki nisasta ve pullulam 24
saatlik inkiibasyon sonunda maltoz, maltotrioz ve diger oligosakkaritlere kadar
pargalamistir (Sekil 4.51). Nisasta ve pullulanin her ii¢ konsantrasyonu ile
gergeklestirilen hidroliz reaksiyonu sonucu agiga ¢ikan son iiriinlerin kromatografik
analizi benzerlik gostermistir (F, G, H, I, I, J). NA2 asidik amilazin maltojenik
amilaz ve amilopullulanaz 6zelligi gosterdigi tespit edilmistir.

Parashar ve Satyanarayana (2016), asidofilik Bacillus acidicola TSAS1
susundan izole ettikleri asit-stabil a-amilaz enziminin (Ba-amy), nisastay1 maltoz,
maltotrioz ve maltodekstrinlere hidrolize ettigini bildirmislerdir. Reaksiyon siiresi
uzatildiginda nisastamn  maltoz ve maltotrioza kadar pargalandigim

gozlemlemislerdir. Enzim, nisastayr %30 maltoz, %20 maltotrioz ve %50 diger
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maltooligosakkaritlere hidrolize etmistir. Bu 6zellikleri nedeniyle, enzimin firincilik
sektoriinde bayatlama onleyici olarak kullanilabilecegi ifade edilmistir. NA2 asidik
amilaz enzimine ait sonuglar bu literatiirdeki verilerle uyumlu olup, enzim firincilik
endiistrisi i¢in uygun 6zellikler tasimaktadir.

Emtenani ve ark (2015), Bacillus subtilis DR8806 susundan izole ettikleri a-
amilaz enziminin nisastayr maltoz ve maltotrioza doniistiirdiiglinii saptamiglardir.
Enzimin nisastadan yiiksek maltoz igeren maltodekstrinlerin {iretiminde
kullanilabilir 6zellikte oldugu belirtilmistir.

Demirkan ve ark (2005), Bacillus amyloliquefaciens susundan elde ettikleri a-
amilaz enziminin nisastayr maltoz, malto-oligosakkaritler ve bir miktar glukoza
hidrolize ettigini saptamislardir.

NP1 asidik ve NP2 alkali pullulanaz enzimlerinin pullulan ve nisasta ile
yapilan hidroliz islemi sonucu olusan reaksiyon tiriinleri Sekil 4.52°de gosterilmistir.

NP1 asidik pullulanaz ve NP2 alkali pullulanaz enzimlerinin, yapilan TLC
analizlerinde %4 konsantrasyonda hazirlanmig pullulan ve nisastay1 glukoz, maltoz,
maltotrioz ve maltodekstrinin dahil oldugu diger olisakkaritlere kadar hidrolize
ettikleri bulunmustur. Her iki enzim de nisasta ve pullulani glukoza kadar hidrolize
etmistir (A, B, C, C). Bu 6zelliklerinden dolay1 NP1 asidik pullulanaz ve NP2 alkali
pullulanaz enzimlerinin tip II Pullulanaz (amilopullulanaz) olduklar tespit
edilmistir.

Lee ve ark (2016), Hermetia illucens (Siyah Asker Bocegi) larvasinin bagirsak
mikroflorasindan elde ettikleri alkalifilik pullulanaz enzimi, pullulani maltotrioz
birimlerine kadar hidrolize ederken, nisastayr glukoz, maltoz, maltotrioz ve
maltotetroz birimlerine kadar indirgemistir ve bu enzimin tip II pullulanazlar

(amilopullulanazlar) sinifina girdigi belirlenmistir.
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Sekil 4.52. NP1 Asidik Pullulanaz ve NP2 Alkali Pullulanaz Enzimlerinin TLC
Analizi Sonucu A¢i13a Cikan Son Uriinler (M: marker (%1°lik glukoz,
maltoz, maltotrioz, maltodekstrin karisimi), A: NP1+%4 pullulan, B:
NP1+%4 nisasta, C: NP2+% pullulan, C: NP2+%4 nigasta).

Siddiqui ve ark (2014), hipertermofilik arkea Pyrobaculum calidifontis
susundan elde ettikleri asidik pullulanaz enziminin 90°C’de ve pH 5.5’te, pullulan
maltoza ve maltotrioza, nisastay1 maltoheksoz, maltopentoz, maltotetroz, maltotrioz,
maltoz ve glukoza kadar hidrolize ettigini bildirmislerdir. Her iki substrat1 hidrolize
etme kabiliyetine sahip olan enzim tip II pullulanaz (amilopullulanaz) olarak
tanimlanmustir.

Wei ve ark (2014), Bacillus cereus Nws-bc5 susundan elde ettikleri tip I asidik
pullulanaz enziminin (Pulsc) pullulan1 maltotrioza, nisastay1 maltotrioza ve maltoza
kadar hidrolize ettigini saptamislardir.

Kang ve ark (2011), Thermotoga neapolitana bakterisinden izole ettikleri

termostabil tip I asidik pullulanaz enziminin (pulA), pullulanin tamamini maltotrioz
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birimlerine, nisastay1 maltoz, maltotrioz ve maltooligosakkarit birimlerine hidrolize
ettigini belirlemiglerdir. Enzim, tip I pullulanaz olarak tanimlanmustir.

Bertoldo ve ark (2004), izole ettikleri termoalkalifilik Anaerobranca
gottschalkii susundan saflastirilan pullulanaz enziminin, pullulan1 maltotrioz
birimlerine hidrolize ettigini bulmuslar ve enzimi tip I pullulanaz olarak
adlandirmislardir.

Devi ve Yogeeswaran (1999), Micrococcus halobius OR-1 susuna ait alkali
pullulanaz enziminin, nisasta ve pullulani maltotrioz birimlerine kadar hidrolize
ettigini belirlemislerdir.

Izolasyonu yapilan NA1 alkali ve NA2 asidik amilaz enzimleri, NP1 asidik ve
NP2 alkali pullulanaz enzimleri ile reaksiyona giren farkli konsantrasyonlardaki
nisasta ve pullulan iceren karisimlardan 24 saatlik siire sonunda elde edilen hidroliz
riinleri Sekil 4.53’te gosterilmistir.

NA2 asidik amilaz ve NP2 alkali pullulanaz karigimi, %4’liikk nisastayi
glukoz, maltoz, maltotrioz ve diger oligosakkaritlere kadar hidrolize etmistir (A).
NP1 asidik pullulanaz ve NP2 alkali pullulanaz karigimi, %4’liik nisastay1 glukoz,
maltoz, maltotrioz ve maltodekstrinin bulundugu diger oligosakkaritlere hidrolize
etmistir (B). NP1 asidik pullulanaz ve NP2 alkali pullulanaz karisimi, %4’liik
pullulan1 glukoz, maltoz ve maltotrioza kadar hidrolize etmistir (C). NA1 alkali
amilaz ve NA2 asidik amilaz karigimi, %4’liik nisastay1 maltotrioz, maltoz ve yiiksek
oranda glukoza hidrolize etmistir (C). NA1 alkali amilaz ve NP1 asidik pullulanaz
karisimi %4’°lik nisastayr maltoza ve yiiksek miktarda glukoza hidrolize etmistir
(D). NAI alkali amilaz ve NP2 alkali pullulanaz karisimi, %4’liik nisastay1 yiiksek
diizeyde glukoz, daha az oranda maltoz ve fazla miktarda diger oligosakkaritlere
hidrolize etmistir (E). NA2 asidik amilaz ve NP2 alkali pullulanaz karisimi nisastay1

maltotrioz ve maltoza hidrolize etmistir (F).
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Sekil 4.53. Amilaz-Amilaz, Amilaz-Pullulanaz ve Pullulanaz-Pullulanaz Enzim
Kombinasyonlarinin TLC Analizi Sonucu A¢ia Cikan Son Uriinler (A:
NA2+NP2+%4 nisasta, B: NP1+NP2+%4 nisasta, C: NP1+NP2+%4
pullulan, M: marker (%1°lik glukoz, maltoz, maltotrioz, maltodekstrin
karigimi), C: NA1+NA2+%4 nisasta, D: NA1+NP1+%4 nisasta, E:
NA1+NP2+%4 nisasta, F: NA2+NP1+%4 nisasta).

Bu sonuglara gore, amilaz ve pullulanaz enzimleri birlikte kullanildiklarinda
24 saat sonunda nisasta ve pullulan1 tamamen hidrolize ederek glukoz, maltoz,
maltotrioz ve diger maltoz tiirevi oligosakkaritlere doniistiirmiistiir. Enzimlerin
nisastanin  sivilastirilmast  islemlerinde birlikte kullanilmalari  durumunda,
glukoamilaz enzimine gerek kalmaksizin yiiksek diizeyde verim alinmasi

mumkiindir.
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4.4.8. SDS-PAGE Yontemi ile Molekiiler Agirhigin Belirlenmesi ve Zimogram
Analizi

NAI1 ve NA2 amilaz enzimlerinin molekiiler agirliklar1 %1 oraninda nisasta
iceren %10’luk SDS-PAGE jellerindeki zimogram analizi sonucu belirlenmistir.
Enzimlerin molekiiler agirliklar1 ve zimogram analizlerine ait bulgular Sekil 4.54 ve
4.55’te gosterilmistir.

NAI alkali amilaz enziminin molekiiler agirligi yaklagik 165 kDa olarak

hesaplanmustir.

Marker NA1
Amilaz

120 kDa s %
90kDa |— B8

(oo =
S o'

Sekil 4.54. NA1 Alkali Amilaz Enziminin Zimogram Analizi ve Molekiiler Agirligi

Zhang ve ark (2016), termofilik Anoxybacillus sp. YIM 342 susundan izole
ettikleri alkali amilaz enzimini %12’lik SDS-PAGE ile analiz etmisler ve enzimin
molekiiler agirligin1 68 kDa olarak bulmuslardir. NA1 alkali amilaz enziminin
molekiiler agirlig literatiir verilerine gore oldukga biiytiktiir.
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Tiwari ve ark (2014), Bacillus tequilensis RG-01 susundan izole ettikleri

amilaz enziminin %12.5’lik SDS-PAGE ayiric1 jelindeki molekiiler agirligim 67

kDa olarak hesaplamiglardir.

Chakraborty ve ark (2011), haloakalifilik Saccharopolyspora sp. A9 susundan

elde ettikleri alkali a-amilaz enziminin molekiiler agirligini %10’luk poliakrilamid

jel kullanarak 66 kDa olarak belirlemislerdir.

NA2 amilaz enziminin molekiiler agirligi yaklasik 200 kDa olarak

hesaplanmustir.

Marker

NA2
Amilaz
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<4—| 200 kDa

Sekil 4.55. NA2 Asidik Amilaz Enziminin Zimogram Analizi ve Molekiiler Agirligi

Ozturk ve ark (2013), Bacillus subtilis’ten elde ettikleri amilaz enziminin

molekiiler agirligim tespit etmek amaciyla %12’lik SDS-PAGE jeli kullanarak

enzimin molekiiler agirhigini yaklagik 73 kDa olarak bulmuslardir.
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Sharma ve Satyanarayana (2013), Bacillus acidicola susundan izole ettikleri
asidik amilaz enziminin molekiiler agirligim %12’lik SDS-PAGE jelinde 66 kDa
olarak belirlemislerdir.

Bai ve ark (2012), Alicyclobacillus sp. A4 susundan izole ettikleri a-amilaz
enziminin molekiiler agirligini 64 kDa bulmuslardir. A4 enziminin molekiiler
agirligmin belirlenmesinde %10°luk SDS-PAGE jeli kullanilmustir.

Ara ve ark (1995), alkalifilik Bacillus sp. KSM-1378 susundan izole ettikleri
amilopullulanaz enzimini %7.5’lik SDS-PAGE sistemi kullanarak analiz etmisler ve
molekiiler agirligin1 210 kDa olarak bulmuslardir. Bu sonuca gére, NA2 amilaz
enziminin molekiiler agirlig1 literatiirde bulunan benzer enzimlerle uyumludur.

NP1 asidik ve NP2 alkali pullulanaz enzimlerinin molekiiler agirliklar1 %1
pullulan igeren %8’lik SDS-PAGE jellerinde gergeklestirilen zimogram analizi
sonucunda belirlenmistir.

NP1 asidik pullulanaz enziminin SDS-PAGE zimogram analizinde, molekiiler
agirliklart yaklasik 112 ve 107 kDa olan iki ayri aktivite bandi elde edilmigtir.
Enzime ait zimogram ve molekiiler agirlik sonucu Sekil 4.56°da gosterilmistir.

Yang ve ark (2017), Bacillus megaterium WW1210 susundan elde ettikleri
asidik pullulanaz enzimini %7.5’lik SDS-PAGE jelinde analiz etmigler ve enzimin
molekiiler agirligini 112 kDa bulmuslardir. NP1 asidik pullulanaz enziminin verileri
literatiir verileri ile uyum igindedir.

Liu ve ark (2016), Paenibacillus barengoltzii susundan elde ettikleri
pullulanaz enzimini %12.5’lik SDS-PAGE jelinde analiz etmisler ve PbPulA
enziminin molekiiler agirligini 75 kDa bulmuslardir.

Siddiqui ve ark (2014), hipertermofilik Pyrobaculum calidifontis susundan
elde ettikleri asidik pullulanaz enzimini %12’lik SDS-PAGE jelinde analiz etmisler

ve enzimin 111 kDa molekiiler agirliga sahip oldugunu saptamislardir.
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Marker NP1
Pullulanaz

120 kDA

112 kDa

90 kDA

107 kDa

Sekil 4.56. NP1 Asidik Pullulanaz Enziminin Zimogram Analizi ve Molekiiler
Agirligt

NP2 alkali pullulanaz enziminin SDS-PAGE zimogram analizinde molekiiler
agirligi yaklagik 113 kDa olarak hesaplanmigtir. Enzime ait zimogram ve molekiiler
agirlik sonucu Sekil 4.57de gosterilmigtir.

Qiao ve ark (2014), Exiguobacterium acetylicum YHS5 susundan elde ettikleri
asidik tip I pullulanaz enzimini (Pul3YHS5) %10’luk SDS-PAGE ile analiz etmisler
ve enzimin molekiiler agirhigimi 100 kDa bulmuslardir.

Anoxybacillus rupiensis NP2 alkali pullulanaz enziminin molekiiler agirlig
yaklagik 113 kDa olarak hesaplanmstir. Enzime ait molekiiler agirlik ve zimogram
analiz sonucu Sekil 4.57’de gosterilmistir.

Lee ve ark (2016), Hermetia illucens (Siyah Asker Bocegi) larvasinin bagirsak

mikroflorasindan elde ettikleri alkalifilik pullulanaz enziminin SDS-PAGE analizine
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gore, 164 kDa molekiiler agirliginda tek bir aktivite bandina sahip oldugunu

bulmuslardir.

Marker NP2
Pullulanaz

120 kDA [~ ’

113 kDa

90 kDA

Sekil 4.57. NP2 Alkali Pullulanaz Enziminin Zimogram Analizi ve Molekiiler
Agirligt

4.5. Enzim Denemelerine Ait Bulgular
4.5.1. Enzimlerin Yikama Performans Analizlerine Ait Bulgular

NALI alkali amilaz, NA2 asidik amilaz, NP1 asidik pullulanaz ve NP2 alkali
pullulanaz enzimleri ile yapilan yikama performans analizlerine ait bulgular Sekil
4.58,4.59,4.60, 4.61 ve 4.62’de gosterilmistir.

NAT alkali amilaz ve NP1 asidik pullulanaz enzimlerinin yikama performans

analizleri enzimlerin optimum aktivite sicakliklar1 olan 50°C’de, NA2 asidik amilaz
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ve NP2 alkali pullulanaz enzimlerinin yikama performans analizleri de 60°C’de
gercgeklestirilmistir.

Yemek sosu, bebek mamasi ve ¢ikolata gibi farkli oranlarda nisasta igeren
gida lekeleriyle lekelenmis kumasg parcalarindaki kirliligin giderimi esasina dayanan
yikama performans testleri, enzimlerin optimum aktivite gosterdikleri sicakliklarda
1 saat siireyle 100 rpm’lik calkalayicida gerceklestirilmistir.

Sadece enzimin ve enzimle deterjan karisiminin uygulandigi kumas parcalari,
lekesiz kumas, islem gérmemis lekeli kumas, sadece ¢esme suyuyla yikanmis lekeli
kumas, %1 deterjan iceren ¢cesme suyuyla yikannmus lekeli kumas pargalari ile gorsel
olarak kiyaslanmistir.

NALI alkali amilaz ve NP1 asidik pullulanaz enzimlerinin yemek sosu lekesi

tizerindeki yikama performansi sekil 4.58’de gosterilmistir.

LEKESIZ (500)  (qumrow Nemek Sosu Jemek Sosu Yemek Sosu
< e
Yemek Sosu Yol deh:rdon Af 4 -:Jck-’(‘son
+
Al
Yemek Sosu
+ Jemek Sosu
fsem gdrmenmis PL + 2y
yemele sosv %4 detec]on
\ekesi A
P

Sekil 4.58. NA1 Alkali Amilaz ve NP1 Asidik Pullulanaz Enzimlerinin Yemek Sosu
Lekesi Uzerindeki Yikama Performansi (Al: NA1 Alkali Amilaz, P1:
NP1 Asidik Pullulanaz)
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NAL1 alkali amilaz enzimiyle 50°C’de yikanan yemek sosu ile lekelenmis
kumaslar, hi¢ lekelenmemis, yemek sosuyla lekelenmis ancak islem gérmemis ve
sadece ¢esme suyuyla yikanmis yemek sosuyla lekelenmis kumaglarla
kiyaslandiginda oldukga iyi seviyede leke giderimi saglandig1 goriilmiistiir.

Yemek sosu ile lekelenmis kumasin, sadece P1 asidik pullulanaz enzimi ile
yikandiginda islem gérmemis yemek sosu drnegine gore %90 daha iyi temizlenmis
oldugu goriilmektedir. Yemek sosu ile lekelenmis kumas %1 deterjan ve P1 asidik
pullulanaz enzim karisimi ile yikandiginda, kumasin islem gérmemis 6rnege gore
tamamen temizlenmis oldugu goriilmektedir ve lekesiz olan kontrol kumasina yakin
goriiniimiine sahiptir.

Yemek sosu ile lekelenmis kumas parcasinin, Al alkali amilaz enzimi ile
yikandiginda islem gérmemis 6rnege gore %80 daha iyi oranda temizlenmis oldugu
goriilmektedir. Yemek sosu ile lekelenmis kumas %1 deterjan ve Al alkali amilaz
enzim karisimi ile yikandiginda, islem gérmemis Ornege kiyasla, lekenin yok
denilecek diizeyde giderilmis oldugu goriilmektedir. Yemek sosu ile lekelenmis
kumas Orneginde P1 asidik pullulanaz ve %1 deterjan karigiminin yikama
performansi, Al alkali amilaz %1 deterjan karigiminda yikanan 6rnege gore daha
basarili olmustur.

NA?2 asidik amilaz ve NP2 alkali pullulanaz enzimlerinin yemek sosu ile
lekelenmis kumaglarla gerceklestirilen yikama performansi analizlerine ait bulgular
sekil 4.59’da gosterilmistir.

Yemek sosu ile lekelenmis kumas 6rneginin A2 asidik amilaz ve P2 alkali
pullulanaz ile gerceklestirilen yikama igleminde, her iki enzimle de islem gérmemis
yemek sosu Ornegine gore yaklasik %90 oraninda leke giderimi gerceklesmistir.
Yemek sosuyla lekelenmis kumaslarim %1 deterjan ve A2 asidik amilaz enzimi
karisimi ile %1 deterjan ve P2 alkali pullulanaz enzim karisimlarinda yapilan
yikamada, islem gérmemis yemek soslu kumas 6rnegine gore daha yiiksek diizeyde

yikama performansinin gergeklestigi goriilmektedir.
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Yemek sosu orneklerinde, Al alkali amilaz+deterjan karigimi ile P1 asidik
pullulanaz+deterjan karisimi uygulamasi yikama performansi acgisindan A2 asidik

amilaz+deterjan ve P2 alkali pullulanaz+deterjan karisimina gore daha basarili

oldugu goriilmektedir.
E< % KONTROL > K Sosu per
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Sekil 4.59. NA2 Asidik Amilaz ve NP2 Alkali Pullulanaz Enzimlerinin Yemek Sosu
Lekesi Uzerindeki Yikama Performansi (A2: NA2 Asidik Amilaz, P2:
NP2 Alkali Pullulanaz).

Al alkali amilaz ve P1 asidik pullulanaz enzimlerinin bebek mamasi ile
lekelenmis kumas parcalar lizerindeki yikama performanslar ile ilgili bulgular Sekil
4.60’ta gosterilmistir.

Bebek mamasi ile lekelenmis kumaglar, sadece NA1 alkali amilaz ve NP1
asidik pullulanaz enzimlerini iceren suda yikanmustir. Islem gérmemis bebek
mamas1 lekesi bulunan kumas Omegiyle kiyaslandiginda, sadece P1 asidik
pullulanaz enzimini igeren su ile yikanan kumasta gozle fark edilmeyecek diizeyde

leke kalmistir. NA1 alkali amilaz enzimi ile yikanan kumasta %90’dan fazla leke
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giderimi olmustur. NA1 alkali amilaz enzimiyle %1 deterjan karigimi ve NP1 asidik
pullulanaz enzimiyle %1 deterjan karisiminda yikanan bebek mamasi ile lekelenmis
kumaglarin, iglem gérmemis bebek mamasi ile lekelenmis kumasa kiyasla, %100’e
yakin oranda temizlendigi goriilmektedir. Elde edilen goriiniim lekesiz 6rnekle
benzer olup, NP1 asidik pullulanaz enzimi ve %1 deterjan karistmi, NA1 alkali

amilaz ve %1 deterjan karisimina goére daha bagarilidir.

LELESIE Selile 1535@& fNemast Belek Mamos! Rebek Mamasi
Beter Mamc : + a1
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Sekil 4.60. NA1 Alkali Amilaz ve NP1 Asidik Pullulanaz Enzimlerinin Bebek
Mamas1 Lekesi Uzerindeki Yikama Performansi (Al: NA1 Alkali
Amilaz, P1: NP1 Asidik Pullulanaz).

NA2 asidik amilaz ve NP2 alkali pullulanaz enzimlerinin bebek mamasi ile
lekelenmis bezdeki yikama performansina ait bulgular Sekil 4.61°de gosterilmistir.

NA2 asidik amilaz enzimiyle yikanan bebek mamasi ile lekelenmis kumasta,
islem gérmemis bebek mamasi lekeli kumas Ornegine gore %90’dan fazla leke

giderimi gerceklesmistir. NP2 alkali pullulanaz enzimiyle yikanan bebek mamasi ile
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lekelenmis kumas pargasinda, islem gérmemis bebek mamasi 6rnegine kiyasla,
%100’e yakin oranda leke giderimi saglanmustir.

Bebek mamasiyla lekelenmis kumas NA2 asidik amilaz ve %1 deterjan
karisiminda yikanmasi isleminden sonra islem gérmemis bebek mamasi 6rnegiyle
kiyaslandiginda, kumastaki leke gideriminin %100’e yakin oldugu goriilmektedir.
Bebek mamasi ile lekelenmis kumas parcasinin NP2 alkali pullulanaz ve %1 deterjan
karisimiyla yikanmasi sonucunda islem gérmemis bebek mamasi Ornegine gore

%100 leke giderimi gerceklesmistir.
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Sekil 4.61. NA2 Asidik Amilaz ve NP2 Alkali Pullulanaz Enzimlerinin Bebek
Mamas1 Lekesi Uzerindeki Yikama Performansi (A2: NA2 Asidik
Amilaz, P2: NP2 Alkali Pullulanaz).

Kumagtaki bebek mamasi lekesinin gideriminde NP2 alkali pullulanaz ve %1
deterjan karisiminin, NA2 asidik amilaz ve %1 deterjandan olusan karigima gore

daha bagaril1 oldugu belirlenmistir.
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NAL1 alkali amilaz ve NP1 asidik pullulanaz enzimlerinin ¢ikolata lekesi

tizerindeki yikama performans analizine ait bulgular Sekil 4.62°de gosterilmistir.
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Sekil 4.62. NA1 Alkali Amilaz ve NP1 Asidik Pullulanaz Enzimlerinin Cikolata
Lekesi Uzerindeki Yikama Performansi (Al: NA1 Alkali Amilaz, P1:
NP1 asidik pullulanaz).

NAI alkali amilaz enzimi ile yikanmig ¢ikolata lekeli kumasta, higbir islem
gormemis Ornege kiyasla, yaklasik %90’1n iizerinde leke giderimi olmustur. NP1
asidik pullulanaz enzimi ile yikanmis cikolata lekeli kumasta, islem gérmemis
kumas ornegine gore yaklasik %95 diizeyinde leke giderimi gerceklesmistir.
Cikolata ile lekelenmis kumas pargcasinin NA1 alkali amilaz ve %]1 deterjan
karisimiyla yikanmasi sonucunda islem gérmemis 6rnege gore %100’e yakin leke
giderimi olmustur. Cikolata ile kirlenmis kumas parcasinin %1 deterjan ve NP1
asidik pullulanaz karisimi ile yikanmasi sonucunda iglem gérmemis ¢ikolata lekeli

kumasa kiyasla, kirliligin tamamen giderildigi goriilmektedir. Elde edilen sonug hig
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lekelenmemis kumasla benzerdir. NP1 asidik pullulanaz ve %1 deterjan karigimi,
NA1l alkali amilaz ve %] deterjan karigimina gore c¢ikolata lekesinin
temizlenmesinde daha yiiksek oranda performans gostermistir.

NA2 asidik amilaz ve NP2 alkali pullulanaz enzimlerinin ¢ikolata lekesini

giderme performanslarina ait bulgular Sekil 4.63’te gosterilmistir.
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Sekil 4.63. NA2 Asidik Amilaz ve NP2 Alkali Pullulanaz Enzimlerinin Cikolata
Lekesi Uzerindeki Yikama Performansi (A2: NA2 Asidik Amilaz, P2:
NP2 Alkali Pullulanaz).

Cikolata ile lekelenmis kumasin sadece NA2 asidik amilaz enziminin
bulundugu suda yikandigi zamanki kirlilik giderimi, islem gdrmemis 6rnege gore
yaklasik %95 daha iyi diizeydedir. Cikolata ile lekelenmis kumasin sadece NP2
alkali pullulanaz enziminin bulundugu suyla yikanmasindan sonraki leke giderim
performansi, islem gérmemis ¢ikolata lekeli kumasla kiyaslandiginda, NA2 asidik

amilazinki ile yakin seviyede leke gideriminin gerceklestigi goriilmektedir. Cikolata
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kirliligi bulunan kumas, NA2 asidik amilaz ve %1 deterjan karisimi ile yikandig
zaman kirliligin neredeyse tamamen giderildigi goézlemlenmistir. Cikolata lekeli
kumasin NP2 alkali pullulanaz ve %1 deterjandan olusan karisim ile yikanmasi
sonucu, islem gérmemis ¢ikolata lekeli kumasa gore kirliligin tamamen giderildigi
goriilmektedir. Ozellikle NP2 alkali pullulanaz ve %1 deterjandan olusan karisim
cikolata lekesinin gideriminde %100 performans gostermistir.

Bu sonuglara gore, NP2 alkali pullulanaz enziminin kirlilik gideriminde ¢ok
daha basarili oldugu goriilmiistiir. Enzimin, pH 9.0’da optimum aktiviteye sahip
olmasi deterjan formiilasyonu icin ideal bir enzim oldugunu gostermektedir. NP2
alkali pullulanaz, o6zellikle ¢ikolata ve bebek mamasi ile olusturulan kirliligin
giderilmesinde yemek sosuna gore ¢ok daha yiiksek performans gostermistir.

Endiistriyel deterjan tiretiminde deterjan igerisine %0.1-1 oraninda enzim
karigtirilmaktadir. Gergeklestirdigimiz ¢alismada %1 deterjan ve 500 U/mL enzimin
yant sira, karigimin kalan kisminin sadece ¢esme suyundan olugsmasi enzimlerin ne
denli basarili oldugunu gostermektedir.

Simair ve ark (2017), termofilik Bacillus sp. BCC 01-50 susundan izole
ettikleri alkali o-amilaz enziminin yikama performans analizini yapmislardir.
Deterjan ve enzimin birlikte bulundugu ortamda yikanan kumas parcalarindaki leke
gideriminin digerlerine gore oldukea iyi diizeyde oldugu gozlemlenmistir. Yikama
performans analizi sonuglarina gore, BCC 01-50 a-amilaz enziminin yikama
proseslerinde kullanilabilir oldugu tespit edilmistir.

Roy ve Mukherjee (2013), Bacillus licheniformis ASO8E susundan
saflagtirdiklar1 termostabil alkali a-amilaz enziminin biyo-deterjan katkis1 olarak
kullanilabilirligini arastirmak amaciyla enzim ile yikama performans testi
yapmiglardir. Amilaz enzimi eklenen deterjan soliisyonunda bulunan kumas
parcalarindaki leke gideriminin, yalniz deterjen soliisyonunda bulunanlara kiyasla

daha iyi oldugu gozlemlenmistir.
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Roohi ve ark (2013), Bacillus cereus GA6 susundan izole ettikleri a-amilaz
enziminin yikama performans analizini ger¢eklestirmislerdir. Sonuglara gore, alkali
a-amilaz enzimi deterjanla birlikte kullanildiginda leke gideriminde oldukga yiiksek
etkinlik gostermistir. Yalnizca deterjan kullanimina kiyasla, deterjan ve enzim
kombinasyonu ile yikanan yemek sosu, bebek mamasi ve ¢ikolata ile lekelenmis
kumaglardaki leke giderimi daha iyi diizeyde bulunmustur.

Roy ve ark (2012), Bacillus subtilis AS-S01a sugsundan saflagtirdiklar alkali
a-amilaz enziminin pamuklu kumaslardaki cikolata lekesini giderme kapasitesini
belirlemek ve biyo-deterjan katkisi olarak kullanilabilirligini saptamak amaciyla,
enzimin yikama performans analizini gergeklestirmislerdir. Yalnizca enzim ve
yalnizca deterjan ile yikanan kumas parcalarindaki leke giderimleriyle
kiyaslandiginda, en iyi leke gideriminin deterjan ve AS-SOla o-amilaz enzim

karigimi ile yikanmis kumag pargalarinda oldugu tespit edilmistir.

4.5.2. Nisastanin Sivilastirilmasina Ait Bulgular

Her enzimden 1’er mL alinip, igerisinde 4’er mL %5, 10, 15, 20, 25, 30, 35,
40, 45 ve 50 nisasta bulunan tampon karigimlarinin oldugu tiiplere eklenmistir.
Reaksiyon tiipleri enzimlerin optimum aktivite gosterdikleri sicakliklarda 2 saat
siireyle inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda enzimlerin gosterdikleri
stvilagtirma aktiviteleri, kontrole gore tiiplerdeki akicilik orani ve renk degisimine
gore degerlendirilmistir. Ayrica sivilasma sonucu agiga ¢ikan % glukoz degeri
nisasta endiistrisinde standart olarak gerceklestirilen BriX testiyle saptanmustir.

NAT alkali amilaz enzimi ile yapilan sivilagtirma testi sonucu Sekil 4.64’te

gosterilmistir.
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Sekil 4.64. NA1 Alkali Amilaz Enziminin Nisastay1 Sivilastirma Davranisi

NALI alkali amilaz enzimi %35, 10, 15, 20, 25 ve 30 konsantrasyondaki nigasta
karigimlarimi 50°C’deki inkiibasyon sonucunda, sirasiyla, yaklasik olarak %100, 95,
90, 80, 80 ve 80 sivilagtirmistir. Nisasta konsantrasyonunun %35, 40, 45 ve 50
oldugu karigimlardaki akigkanlik fazla olmamakla birlikte, tiiplerin dip kisminda
stvilagmayan yapilarin varligr dikkate alindiginda tiiplerde, sirastyla, yaklasik %70,
60, 50 ve 20 diizeyinde sivilagsma oldugu goézlemlenmistir.

NALI alkali amilaz enziminin %5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 ve 50 nisastay1
stvilastirmasi sonucu agiga ¢ikan % glukoz degeri BriX sistemiyle ol¢iildiigiinde
sirastyla, %4, 8, 10, 12.2, 15, 17.5, 18, 19, 19 ve 6 glukoz agiga ¢iktigi bulunmustur.
Konsantrasyon yogunlugu nedeniyle akiciligin daha az oldugu gozlenen %35, 40 ve
45 nigastal1 ortamlarda, ¢ok akigkan olan %5 nigasta bulunan tiipe gore daha yiiksek
diizeyde glukoz a¢iZa ¢iktig1 goriilmiistiir.
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NA2 amilaz enzimi ile yapilan sivilastirma testi sonucu Sekil 4.65°te

gosterilmistir.

Sekil 4.65. NA2 Asidik Amilaz Enziminin Nigastay1 Sivilagtirma Davranist

NAZ2 asidik amilaz enzimi %5, 10, 15, 20 ve 25 nisasta karisimlarin1 60°C’deki
inkiibasyon sonucunda, sirasiyla, yaklagik olarak %100, 95, 90, 80 ve 70 diizeyinde
stvilastirmigtir. Nigasta konsantrasyonunun %30 ve 35 oldugu tiiplerdeki akiskanlik
¢ok az olmakla birlikte, yaklasik %50 ve 40 oraninda sivilasma gozlemlenmistir.
Nisasta miktarmin %40, 45 ve 50 tiiplerde yaklasik %10’dan daha az miktarda
stvilagma oldugu degerlendirilmistir.

NA2 asidik amilaz enziminin %5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 ve 50 nisastay1
stvilastirmasi sonucu agiga ¢ikan % glukoz degeri sirasiyla, %5, 8, 10, 14, 14, 16,

13, 5, 5 ve 5 olarak bulunmustur.
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NP1 asidik pullulanaz enzimi ile yapilan sivilastirma testi sonucu Sekil

4.66’da gosterilmistir.

Sekil 4.66. NP1 Asidik Pullulanaz Enziminin Nisastay1 Sivilagtirma Davranisi

NP1 asidik pullulanaz enzimi %5, 10, 15, 20, 25, 30 ve 35 nisasta karisimlarini
50°C’deki inkiibasyon sonucunda, sirasiyla, yaklasik olarak %100, 95, 90, 90, 85, 80
ve 60 stvilastirmigtir. Nisasta konsantrasyonu %40, 45 ve 50 olan tiiplerde sivilagma
oraninin yaklasik %10 oldugu goriilmiistiir.

NP1 asidik pullulanaz enziminin %35, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 ve 50
nisastay1 sivilagtirmasi sonucu agiga ¢ikan % glukoz degeri sirasiyla, %5, 8, 10, 12,

16.1, 16, 16.5, 4.5, 4 ve 4 olarak bulunmustur.
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NP2 alkali pullulanaz enzimi ile yapilan sivilagtirma testi sonucu Sekil

4.67’de gosterilmistir.
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Sekil 4.67. NP2 Alkali Pul

lulanaz Enziminin Nisastay1 Sivilastirma Davranisi

NP2 alkali pullulanaz enzimi %S5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 ve 40 nisasta iceren
tiiplerdeki nigastali karisimu, sirasiyla, yaklasik olarak %100, 100, 95, 90, 80, 70, 60
ve 40 oraninda sivilastirmustir. Igerisinde %30-40 arasinda nisasta bulunan tiiplerde,
konsantrasyona bagli olarak, %5’e gore daha kivamli sivilasma meydana gelmistir.
Nisasta miktarinin %45 ve 50 oldugu tiiplerde yaklasik %10 sivilagsma gerceklestigi
gOriilmiistiir.

NP2 alkali pullulanaz enziminin %35, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 ve 50
nisastay1 sivilagtirmasi sonucu agiga c¢ikan % glukoz degerleri, sirasiyla, %4, 8, 10,
13,14, 16, 11, 8.5, 6 ve 5.5 olarak bulunmustur.

Biitiin sivilagtirma denemelerinde %5 nisasta iceren tiipte %100 sivilagtirma
ve yiiksek diizeyde akicilik elde edildigi halde, BriX degerleri (aciga ¢ikan % glukoz
miktar1) ortalama %4.5’tur. Buna karsilik, sivilasmanin (akicilik anlaminda) en
diisiik oldugu %50 nisasta iceren tiiplerde ortalama elde edilen glukoz degeri %5

olarak bulunmustur.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Farkl1 bolgelerden alan toprak ornekleri sivi besi yerlerinde inkiibasyona
birakildiktan sonra sporlu bakterilerin izolasyonu amaciyla 1sisal 6n islemden
gecirilmistir. Tek kolonilerin elde edilmesi icin kat1 besi yerlerine yayma ekimler
yapilmig ve iireyen Orneklerden koloni morfolojileri tipik Bacillus sp.
goriiniimiinde olan birbirinden farkli 324 sus secilmistir. 196’s1 notral, 128’1 asidik
ozellikte olan bu suslar, nisastali ve pullulanli besi yerlerinde {iiretilerek amilaz ve
pullulanaz enzim aktivitesine sahip olup olmadiklar1 belirlenmistir. 196 adet notral
susun 97’si amilaz pozitif, 36’s1 pullulanaz pozitif o6zellik gosterirken, 128 adet
asidik susun 28’inin amilaz pozitif, 13’liniin de pullulanaz pozitif oldugu tespit
edilmistir. Bu suslar arasindan gram pozitif, basil goriiniimlii, katalaz pozitif, aerob
ve spor olusturdugu belirlenen, en iyi amilaz ve pullulanaz enzim aktivitesine sahip
asidik ve notral suslar segilmistir.

Secilen sporlu bakterilerden notral kosullarda {ireyenlerin orani ortalama
%60.5 olarak hesaplanmistir. Buna karsilik asidik kosullarda iireme yetenegine
sahip olan Orneklerin orani ortalama %39.5 bulunmustur. Nétral suslar igerisinde
amilaz pozitif Ozellikteki Orneklerin orami yaklasik %49.5 iken, pullulanaz
aktivitesi gosteren suslarinki yaklasik %18.4 bulunmustur.

Asidik kosullarda iireyen toplam 128 sustan amilaz enzimi iiretme
yetenegine sahip olanlarin orami yaklasik %21.8, pullulanaz sentezleme O6zelligi
bulunan suslarinki ise yaklasik %10.2 olarak hesaplanmistir. Secilen suslar, sonraki
calismalarda kullanilmak tlizere N1 kati besi yerlerine ekilerek stok kiiltiirler
halinde saklanmislardir.

En iyi amilaz ve pullulanaz enzim aktivitelerine sahip olan suslarmn 16S
rRNA dizi analiziyle molekiiller tanmimlamalar1 yapilmistir. Molekiiler
karakterizasyonu yapilan suslar, Aeribacillus pallidus NA1 (MF355419),
Geobacillus lituanicus NA2 (MF355417), Geobacillus thermoleovorans NP1
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(MF355416) ve  Anoxybacillus  rupiensis NP2  (MF355418) olarak
adlandirilmiglardir (Cizelge 4.1).

Secilen suslar, kat1 besi yerinde lireme ve enzim sentezleme davranislarinin
saptanmas1 i¢in nisastalt ve pullulanli besi yerlerinde analiz edilmislerdir.
Tanimlanarak enzim tiretimi i¢in kullanilmak tizere secilen Aeribacillus pallidus
NAI1 ve Geobacillus lituanicus NA2 suslar1 nisasta, Geobacillus thermoleovorans
NP1 ve Anoxybacillus rupiensis NP2 suslar1 pullulan iceren pH’lar1 5.0, 6.0, 7.0,
8.0 ve 9.0 olan besi yerlerine ekildikten sonra, 30, 35,40, 45, 50, 55, 60, 65 ve
70°C’lerde 72 saat inkiibasyona birakilmiglardir.

Aeribacillus pallidus NA1 susunun (amilaz lreticisi) nigastali kati besi
yerinde en iyi iiredigi ve enzim sentezini gerceklestirdigi kosullar pH 7.0 (Cizelge
4.2) ve 45°C (Cizelge 4.3) olarak belirlenmistir. Nisastali besi yerinde iireyen ve
iyot buharina tutularak amilaz enzim aktivitesi belirlenen Geobacillus lituanicus
NA2 susunun (amilaz iireticisi) kat1 besi yerinde en iyi {liredigi ve enzim sentezini
gercgeklestirdigi pH degeri 5.0 (Cizelge 4.4), sicaklik ise 55°C olarak saptanmigtir
(Cizelge 4.5).

Geobacillus thermoleovorans NP1 susunun kati besi yerinde (pullulanaz
iireticisi) en iyi tredigi ve enzim sentezini gergeklestirdigi pH degeri 7.0 (Cizelge
4.6.), sicaklik 45°C (Cizelge 4.7) iken, Anoxybacillus rupiensis NP2 susunun
(pullulanaz Treticisi) optimum iiredigi ve enzim sentezini gergeklestirdigi pH
degeri 5.0 (Cizelge 4.8), sicaklik 55°C (Cizelge 4.9) olarak belirlenmistir.

Bakterilerin sivi besi yerinde {iredigi ve amilaz ve pullulanaz enzimlerinin
sentezini gergeklestirdigi optimum inkiibasyon siirelerinin saptanmasi amaciyla,
secilen suglar substrath besi yerlerinde 55°C’de, 150 rpm hizdaki g¢alkalamali
inkiibatdrde 4 giin siireyle inkiibasyona birakilmislardir. inkiibasyonun 0., 12., 24.,
36., 48., 60., 72., 84. ve 96. saatlerinde kiiltiirlerden 6rnekler alinarak, amilaz ve
pullulanaz enzimlerine ait standart aktivite analizleri gergeklestirilmistir. Elde

edilen sonuglara gore, Aeribacillus pallidus NA1 susunun 60. (Sekil 4.13),
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Geobacillus  lituanicus NA2 susunun 48. (Sekil 4.14), Geobacillus
thermoleovorans NP1 susunun 24. (Sekil 4.15) ve Anoxybacillus rupiensis NP2
susunun 48. saatte optimum iiredigi ve enzim lretimini gerceklestirdigi
bulunmustur (Sekil 4.16).

Bakterilerin sivi besi yerinde {iredigi, amilaz ve pullulanaz enzim
sentezlerini gergeklestirdikleri optimum pH’nin saptanmasi amaciyla, amilaz
iireticisi NA1 ve NA2 suslar1, pH’lar1 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0 ve 9.0 olan M9
nisastali siv1 besi yerlerinde 55°C’de ve 150 rpm’de inkiibasyona birakilmislardir.
Pullulanaz iireticisi NP1 ve NP2 suslari da, pH’lar 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0 ve 9.0
olan pullulanli siv1 besi yerlerinde 55°C ve 150 rpm’de, her susa ait optimum
inkiibasyon stirelerinde iiretilmislerdir.

Gergeklestirilen standart aktivite analizleri sonuglarina gore, Aeribacillus
pallidus NA1 susunun nigastali sivi besi yerinde liredigi ve amilaz sentezledigi
optimum pH degeri 7.0 (Sekil 4.17), Geobacillus lituanicus NA2 susununki ise pH
5.0 olarak bulunmustur (Sekil 4.18). Pullulanaz {ireticisi Geobacillus
thermoleovorans NP1 susu, optimum ilireme ve enzim sentezini pH 7.0°de
gergeklestirmistir (Sekil 4.19).  Anoxybacillus rupiensis NP2 susunun enzim
sentezini en iyi pH 5.0’te gerceklestirdigi saptanmustir (Sekil 4.20).

Suglar s1v1 besi yerinde iiredikleri ve enzimlerini sentezlendikleri optimum
sicakliklarinin belirlenmesi amaciyla, M9 nigastali ve pullulanli sivi besi yerlerinde
35, 40, 45, 50, 55, 60, 65 ve 70°C'de, 150 rpm hizdaki ¢alkalamali inkiibatorlerde
iretilmislerdir. Gergeklestirilen enzim aktivite analizleri sonucunda Aeribacillus
pallidus NA1 susu 45°C (Sekil 4.21) ve Geobacillus lituanicus NA2 susu 55°C’de
(Sekil 4.22) amilaz enzimi en yiiksek miktarda sentezlemislerdir. Geobacillus
thermoleovorans NP1 ve Anoxybacillus rupiensis NP2 suslarindan, sirasiyla, 45°C
(Sekil 4.23) ve 55°C’de (Sekil 4.24) optimum enzim verimi elde edilmistir.

Ureme ve enzim sentezleme optimizasyonu yapilan suslar uygun substratlari

iceren sivi besi yerlerine asilanmistir ve suslara ait enzimlerin iiretimleri
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gerceklestirilmistir. Kiiltiirler 7500 rpm’de, 4°C’de ve 20 dakika siireyle santrifiij
edildikten sonra elde edilen siipernatantlar sonraki c¢aligmalarda ham enzim
kaynag olarak kullanilmigtir.

Aeribacillus pallidus NA1, Geobacillus lituanicus NA2, Geobacillus
thermoleovorans NP1 ve Anoxybacillus rupiensis NP2 suslarindan elde edilen ve
enzimleri igeren siipernatantlar substratl kat1 besi yerlerine damlatilarak enzimlere
ait hidroliz zonlar1 tespit edilmistir.

Spesifik aktivite analizlerine gore, Aeribacillus pallidus NA1 susunun
12.063 U/mL, Geobacillus lituanicus NA2 susunun 4.604 U/mL, Geobacillus
thermoleovorans NP1 susunun 2.105 U/mL ve Anoxybacillus rupiensis NP2
susunun 1.867 U/mL enzim irettikleri bulunmustur. Protein miktar tayini
neticesinde, Aeribacillus pallidus NA1 amilaz enziminin protein miktar1 6.2
ug/mL, Geobacillus lituanicus NA2 amilaz enziminin 3 pg/ml, Geobacillus
thermoleovorans NP1 pullulanaz enziminin 5 pg/mL ve Anoxybacillus rupiensis
NP2 pullulanaz enziminin 5.6 pg/mL’dir.

Aeribacillus pallidus NA1 susundan izole edilen amilaz enziminin pH 4.0-
11.0 araligindaki tiim pH’larda ortalama %81 diizeyinde rolatif aktivite gosterdigi
bulunmustur. Enzim optimum aktivitesini pH 9.0’da gostermekle birlikte, pH
3.0°te %27, pH 4.0’te %77, pH 5.0’te %86, pH 6.0, 7.0 ve 8.0°de %73, pH 10.0’da
%86 ve pH 11.0°de %82 aktivite gostermistir. Ozellikle alkali pH’larda ortalama
%85 diizeyinde yiiksek aktivite gosteren NA1 amilaz enzimi, genis pH araliginda
aktiviteye sahip alkali enzim 6zelligindedir (Sekil 4.33).

Wang ve ark (2016), Bacillus sp. WangLB susundan saflastirdiklar1 amilaz
enziminin optimum aktivitesini pH 9.0’da gosterdigini ve enzimin pH 3.0-10.0
araliginda %85 ten fazla aktiviteye sahip oldugunu bildirmislerdir.

Geobacillus lituanicus NA2 susundan izole edilen amilaz enzimi optimum
aktivitesini pH 4.0’te gostermistir. Enzim pH 3.0°te %17, pH 5.0’te %91, pH
6.0’da %72, pH 7.0°de %49 aktivite gostermis pH 8.0’de enzim aktivitesi hizla
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%18’e diigmiistiir. Alkali pH’larda enzim aktivitesi diisiik diizeyde elde edilmistir.
Ozellikle pH 4.0, 5.0 ve 6.0 gibi asidik pH degerlerinde ortalama %81.5 oraninda
oldukga yiiksek aktiviteye sahip olan NA2 amilaz enziminin olduk¢a asidik 6zellik
gosteren bir enzim oldugu bulunmustur (Sekil 4.34).

Sharma ve Satyanarayana (2013), asidofilik Bacillus acidicola susundan elde
ettikleri o-amilaz enziminin optimum aktivitesini pH 4.0’te gdsterdigini
saptamislardir.

Geobacillus thermoleovorans NP1 susundan elde edilen pullulanaz enzimi
optimum aktivitesini pH 6.0’da gostermistir. Enzim pH 5.0’te %35, pH 7.0’de %90
ve pH 8.0°de %47 rolatif aktiviteye sahiptir. Enzimin aktivitesi alkali pH
degerlerinde 6nemli oranda azalmistir. Ornegin, pH 10.0’da %10, pH 11.0’de %38
rolatif aktivite elde edilmistir. Benzer durum asidik kosullar icin de gecerli olup,
pH 4.0’te %28, pH 3.0°te ise %8 aktivite gergeklesmistir. Enzim asido-notral
ozelliktedir.

Kunamneni ve Singh (2006), Bacillus sp. AN-7 susundan elde ettikleri
pullulanaz enziminin optimum aktivitesini belirlemek amaciyla, pH 3.0-9.0
araligindaki aktivite analizi yapmislardir. Bu reaksiyonlar sonucunda, enzimin
optimum aktiviteye gosterdigi pH degerini 6.0 olarak bulmuslardir. Geobacillus
thermoleovorans susundan elde edilen pullulanaz enzimi optimum aktivite degeri
bakimimdan Kunmneni ve Singh’in (2006) sonuglar1 ile uyumludur.

Anoxybacillus rupiensis NP2 susundan izole edilen pullulanaz enzimi en
yiikksek aktiviteyi pH 9.0’da gostermistir (Sekil 4.34). Enzim pH 3.0-11.0
araliginda ortalama %481 rolatif aktiviteye sahiptir. NP2 pullulanaz enzimi asidik,
notral ve alkali 6zellikte bir enzimdir.

Kim ve ark (1993), alkalifilik Bacillus sp. S-1 susundan saflastirdiklari
termofilik pullulanaz enziminin optimum pH 9.0’da aktif oldugunu belirtmislerdir.
Anoxybacillus rupiensis NP2 susundan elde edilen enzimin optimum aktivite

gosterdigi pH degeri literatiir ile benzerlik ve tutarlilik gostermektedir.
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NA1 alkali amilaz enziminin optimum aktivite gosterdigi sicaklik 50°C
olarak bulunmustur (Sekil 4.35). Enzim 30-100°C araliginda ortalama %065
oraninda aktivite gostermistir. Enzim 30-70°C araliginda ortalama %87.4 aktivite
elde edilirken, 70°C’den yiiksek sicakliklarda rolatif aktivitede azalma
goriilmiistiir. Enzim 70°C’de %83, 80°C’de %70 ve 100°C’de %53 aktivite
gostermistir. Enzim bu 6zellikleri nedeniyle termofilik uygulamalar i¢in uygundur.
Vijayaraghavan ve ark (2015), Bacillus cereus IND4 susundan elde edilen amilaz
enziminin 50°C de optimum aktivite gosterdigini saptamiglardir.

Yapilan analizlerde, NA2 asidik amilaz enziminin 60°C’de optimum aktivite
gosterdigi bulunmustur. Enzimin aktivitesi 30°C’den 60°C’ye kadar hizla
yiikselmis ve %80 aktivite artisi gerceklesmistir. Enzim, sicakligin 60°C’den
100°C’ye artirtlmasiyla aktivitesinde yaklasik %83 oraninda azalma gdstermistir
(Sekil 4.36). Bu sonuglara gore, NA2 asidik amilaz enzimi termofilik bir enzimdir.

Kalpana ve Pandian (2014), Bacillus subtilis S8—18 susundan elde ettikleri
asidik a-amilaz enziminin optimum aktivite gosterdigi sicaklik degerinin 60°C
oldugunu bulmusglardir.

NP1 asidik pullulanaz enziminin optimum aktivite gosterdigi sicaklik 50°C
bulunmustur (Sekil 4.37). Enzim 30°C’de %38, 40°C’de %84 aktivite gosterirken
sicaklik 60°C’ye yiikseltildiginde aktivite %52’ye diismiistiir. Enzimin 70-100°C
araligindaki aktivitesi ortalama %16.25 olarak bulunmustur. Bu bulgulara gore,
NP1 pullulanaz enzimi termo-tolerant 6zelliktedir.

Kahar ve ark (2016), Anoxybacillus sp. SK3-4 susundan saflastirdiklari
asidik tip I pullulanaz (PulsASK) enzimini 30-100°C araliginda aktivite analizine
tabi tutmuslar ve enzimin optimum aktivite gosterdigi sicaklik degerinin 60°C
oldugunu saptamiglardir.

NP2 alkali pullulanaz enziminin optimum aktivite gdsterdigi sicaklik degeri
60°C bulunmustur (Sekil 4.38). Enzim 30-80°C araliginda ortalama %381.2
oraninda oldukga yiiksek aktiviteye sahiptir ve 80°C’de %63 aktivite gdstermistir.
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Bu degerler dikkate alindiginda, NP2 pullulanaz enziminin genis sicaklik
araliginda aktivite gosteren termofil dzellikte bir enzim oldugu goriilmektedir.

NAT alkali amilaz enziminin, tiim pH degerleri dikkate alindiginda, ortalama
%103 oraninda oldukca yiiksek stabiliteye sahip oldugu tespit edilmistir (Sekil
4.29.). Enzim pH 4.0, 5.0, 9.0, 10 ve 11.0 de %106 ile en yiiksek diizeyde stabilite
gostermistir.

Nithya ve ark (2016), Bacillus licheniformis KSU-6 susundan izole ettikleri
alkali amilaz enzimini pH 4.0-12.0 araliindaki pH tamponlarinda 1 saat siireyle
On-inkiibasyona birakmislardir. Enzim, pH 8.0, 9.0 ve 10.0’da aktivitesinin
%100’tnii korurken, pH 11.0’de %91 ve pH 12.0’de %385 kalan aktiviteye sahiptir.

Aeribacillus pallidus NA1 susundan izole edilen amilaz enziminin farkli pH
tamponlarindaki on inkiibasyon siiresinin literatiirlerdekilere gore daha uzun
olmasina ragmen (literatiirlerde 15-210 dakika, NA1 amilaz 24 saat) enzimin
inhibe olmadig1 goriilmiistiir. Biitiin pH’lardaki ortalama aktivite %103 olarak
hesaplanmistir. Bu sonuglar literatiire gore oldukca ¢arpict ve enzim kararlilig
acisindan farkli olup, enzim ekstrem pH’larda stabil veya pH ile indiiklenebilen
ozelliktedir.

NA2 asidik amilaz enzimi pH 3.0-11.0 aralifinda ortalama %120.2 oraninda
stabil kalmigtir. Enzim stabilitesini genis bir pH araliginda yiiksek oranda
korudugu, aktivitesinin inhibe olmadigi ve indiiklendigi bulunmustur.

Kalpana ve Pandia’nin (2014) Bacillus sp. S8-18 susundan elde ettikleri
amilaz enziminin, 24 saat siireyle 4.0-12.0 aralifindaki pH’larda 6n inkiibasyona
birakildiginda, %84-94 oranlarinda oldukg¢a yiiksek stabilite degerlerine sahip
oldugu tespit edilmistir. Ayn1 zamanda pH 5.0-12.0 araliginda ortalama %90 kalan
aktivite degeri Ol¢lilmiistiir. NA2 asidik amilaz enziminin pH stabilite ¢aligmalar
24 saat On inkiibasyon yapilarak gerceklestirilmistir. Kalpana ve Pandia’nin (2014)
calismalar1 disindaki literatiirlerde 6n inkiibasyon siiresi genellikle 60 dakikadir.

NA2 asidik amilazin pH stabilite caligmalarinda 24 saat 6n inkiibasyon
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sonunda aktivitesini korumanin Gtesinde aktivitede artis olmasi, enzimin pH ile
indiiklenebilir, asidik-notral-alkali kosullarda yiiksek diizeyde stabil karaktere
sahip oldugunu gostermektedir. Enzim bu &zelligi nedeni ile islem siiresi 60
dakikadan daha uzun olan alanlardaki uygulamalar icin kullanim potansiyeli
oldukea yiiksek bir adaydir.

NP1 asidik pullulanaz enziminin pH 3.0-12.0 araligindaki ortalama stabilite
degerinin %108.1 oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.41). Enzim tiim pH’larda
oldukca ytiiksek stabiliteye sahiptir. Optimum aktivitesini pH 6.0’da gdsteren NP1
pullulanaz enzimi, pH 6.0 tamponundaki 6n inkiibasyonundan sonra baslangi¢
aktivitesini %105 oraninda korumustur. Enzim pH 8.0-12.0 araliginda yaklagik
%112, pH 3.0-7.0 araliginda ortalama %104 aktivite gostermistir. Asidik ve alkali
kosullarda enzimin indiiklenmesi enzimin, ¢ok genis aralikta ve ozellikle alkali
kosullarda aktivite gosteren alanlar igin giiglii bir aday oldugunu goéstermektedir.

Gomes ve ark (2003), termofilik Rhodothermus marinus’tan elde ettikleri
pullulanaz enzimini pH 4.0-10.0 araligindaki 24 saatlik 6n inkiibasyona birakip,
standart enzim aktivitesi tayini yapmuglar ve enzimin pH stabilitesini
belirlemislerdir. pH 5.0-9.0 araliginda oldukga iyi sabilite degerlerine sahip olan
enzim, pH 6.0’da baslangi¢ aktivitesinin %100’linii korumustur. NP1 asidik
pullulanaz enziminin pH stabilite degerleri Gomes ve ark’nin (2003) degerleri ile
yakinlik géstermektedir.

NP2 alkali pullulanaz enzimi pH 3.0-12.0 araliginda ortalama %102.4
oraninda stabil kalmistir (Sekil 4.42). Genis pH stabilitesi spektrumuna sahip olan
NP2 enzimi, pH 6.0’da %131 stabilite gostermistir. NP2 enzimi, pH 3.0-6.0
araligindaki ortalama %110 oraninda stabil kalmistir.

Lee ve ark (2016), Hermetia illucens (Siyah Asker Bocegi) larvasimin
bagirsak mikroflorasindan elde ettikleri alkalifilik pullulanaz enziminin (PulSS4)
pH stabilitesini belirlemek amactyla, enzimi pH 5.0-11.0 araligindaki degerlerde 24

saat siireyle on inkiibasyona birakmuslardir. On inkiibasyon siiresi sonunda
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gerceklestirilen standart aktivite analizlerine gore, PulSS4 pullulanaz enziminin,
asidik ve alkali kosullarda, baslangi¢ aktivitesinin %80’inden fazlasini korudugu
tespit edilmistir. NP2 alkali pullulanaz enzimine ait bulgular literatiirle benzerlik
gostermektedir.

NAI1 alkali amilaz enziminin 30-100°C araliginda baslangi¢ aktivitesinin
ortalama %100’tnl korudugu belirlenmistir (Sekil 4.43). Optimum aktivite
gosterdigi sicaklik 50°C olmasinin yani sira, enzim, analizi yapilan tiim sicaklik
degerlerinde aktivitesini oldukca yiliksek oranlarda korumustur. Enzim aktivitesi
40-60°C’ler arasinda indiiklenerek ortalama %101 aktivite degeri elde edilmistir.
Bu bulgular, enzimin termostabil karakterde oldugunu gostermektedir.

Nithya ve ark (2016), Bacillus licheniformis KSU-6 susundan izole ettigi
alkali amilaz enzimini 40-100°C araligindaki sicakliklarda 60 dakika siireyle 6n-
inkiibasyona birakmiglardir. Daha sonra standart aktivite analizi yapildiginda en
yiiksek aktivite (%100) 50 ve 60°C’lerde gozlemlenmistir. 100°C’de ise enzimin
%58 oraninda aktivitesinin korundugu tespit edilmistir. NA1 alkali amilaz enzimi
100°C’de orijinal aktivitesini %97 oraninda korumustur.

NA2 asidik amilaz enzimi 30-100°C sicakliklarda ortalama %72.13 oraninda
stabilite degerine sahiptir. Enzim 30-80°C araligindaki sicakliklarda &n
inkiibasyondan sonra orijinal aktivitesini ortalama %93 korumustur. Enzim
90°C’de %86, 100°C*de ise %93 inhibe olmustur. Optimum aktivite sicakligi 60°C
olan NA2 asidik amilaz enziminin sicaklik stabilitesi 90°C’den sonra hizla
diigmiistiir. Bu bulgulara gore, enzim termostabil olmakla birlikte 80°C’den daha
yiiksek sicakliklarda gerceklestirilecek uygulamalar igin yeterli stabiliteye sahip
degildir.

Asad ve ark (2011), Bacillus sp. WA21 susundan kismi olarak
saflagtirdiklar1 termo-asidik a-amilaz enzimi, 35-85°C gibi genis bir sicaklik
araliginda 10 dakika siireyle inkiibe edildiginde ortalama %60’tan daha fazla

oranda stabil kalirken, 65°C’de orijinal aktivitesinin %100’tinii korudugu
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belirlenmistir. WA1 amilaz enzimi 85°C’de %50 inhibe olmustur.

NP1 asidik pullulanaz enziminin 30, 40 ve 50°C sicaklik degerlerinde %90
oraninda stabil kalmistir. Optimum aktivitesini 50°C’de gosteren NP1 pullulanaz
enziminin 50°C’de aktivitesinin %90’1n1 korumustur (Sekil 4.45).

Kahar ve ark (2016), Anoxybacillus sp. SK3-4 susundan izole ettikleri tip I
pullulanaz (PulsASK) enziminin 30-60°C araligindaki baslangi¢ aktivitesinin
neredeyse tamamini korumus, ancak 60°C’den sonra stabilitenin diisiise gectigi
goriilmiistiir. Enzim 100°C’de aktivitesinin tamamini kaybetmistir.

NP2 alkali pullulanaz enziminin 30-100°C araligindaki sicakliklardaki
stabilite ortalamasi %90.5’tir (Sekil 4.46). Enzim 70, 80, 90 ve 100°C’lerde
ortalama %100 stabil kalmistir. Bu degerler, NP2 pullulanaz enziminin yiiksek
oranda termal stabiliteye sahip bir enzim oldugunu gostermektedir. NP2 enzimi,
termostabil enzimlerin yogun olarak kullanildig1 nigasta sivilagtirma uygulamalari
ve yiiksek sicaklik kullanilan yikama islemleri i¢in uygun 6zellikler tagimaktadir.

Samah ve ark (2005), Bacillus flavothermus KWF-1 susundan izole ettikleri
alkali pullulanaz enzimininin 90°C’ye kadar baslangi¢ aktivitesinin biiyiik bir
kismmi korurken, 90°C’nin {izerindeki sicakliklarda aktivitesini kaybettigi
gOriilmiigtiir.

NAT1 alkali amilaz 5 mM CaCl, konsantrasyonda aktivitesini %96 korurken,
bu oran 10 mM’lik konsantrasyonda %93.4 olarak elde edilmistir. Enzim 5 mM
ZnCl, konsantrasyonunda %98, 10 mM konsantrasyonda %88 oraninda
stabilitesini korumustur. CuCl,, MnCl, ve CoCly’nin her iki konsantrasyonu da
enzim aktivitesini onemli diizeyde artirmistir. Enzim 5 mM PMSF ile aktivitesini
9%99.1, 10 mM konsantrasyonda % 94.4 korumustur. Bu durum, enzimin aktif
bolgesindeki serin aminoasit igeriginin diisiik oldugunu gostermektedir (Aygan,
2008). Enzim aktivitesi 5 mM EDTA ile indiiklenerek %105.2 aktivite elde
edilirken, 10 mM konsantrasyonda % 92.3 kalan aktivite elde edilmistir. Enzim, 4

M iire ile %36, 8 M iire ile %87.7 oraninda inhibe olmustur. Urenin enzimi inhibe
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etmesi enzimin hidrofobik aminoasitlerden olustugunun bir gostergesidir (Samie ve
ark, 2012). %1 SDS ile muamele edildiginde aktivitesinin %93.3’iinii koruyan, %5
SDS ile aktivitesi %51 oraninda inhibe olan NAT1 alkali amilaz enziminin SDS’ye
onemli derecede direncli olmasi, onu deterjan formiilasyonlarinda kullanilma
potansiyeli yiliksek bir aday yapmaktadir. TritonX-100’tin %1 ve %5’lik
konsantrasyonlar1 enzim aktivitesini, sirayla, %103 ve %94.1 oranlarinda
indiiklemistir. %1 Tween 20 ve Tween 80 aktiviteyi, sirasiyla, %109 ve 105
oraninda indiiklemistir. p-merkaptoetanol’iin %1 konsantrasyonu, enzim
aktivitesini %106.1 artirirken, %5°lik konsantrasyonu %95 inhibe etmistir. Enzim,
H>07’nin %1 konsantrasyonunda %60, %5°lik konsantrasyonda tamamen inhibe
olmustur.

CaCly’nin her iki konsantrasyonu da NA2 asidik amilaz enziminin
aktivitesini ¢ok etkilememekle birlikte, 5 mM ve 10 mM CaCly
konsantrasyonlarinda, sirasiyla, % 84 ve % 88.1 kalan aktivite degerleri elde
edilmistir. NA2 amilaz enziminin, 5 mM ZnCl, ile aktivitesinin %90’ ve 10 mM
ile aktivitesinin % 86.3’linii korudugu tespit edilmistir. Enzimin ZnCl, ile inhibe
olmasi, enzimin termostabil ve termofilik bir enzim oldugunu gostermektedir
(Ozturk ve ark, 2013; Aygan, 2008). 5 mM MnCl,’de %147, 10 mM’da ise %124
aktivite degeri elde edilmistir. Enzim, 5 mM ve 10 mM PMSF ile muamele
edildiginde aktivitenin, sirasiyla, %82 ve 84.4 korundugu saptanmistir. Enzimin
PMSF’den etkilenmemesi, aktif bolgesinde serin aminoasit iceriginin diisiik
oldugunu gostermektedir. Enzim, 5 ve 10 mM EDTA ile aktivitesini, sirasiyla,
%75 ve 85 oraninda korumustur. NA2 asido-termofilik amilaz enziminin EDTA ile
inhibe olmamasi1 enzimin aktif merkezinde metal iyonu bulunmadigim
gostermektedir. SDS, TritonX-100, Tween 20 ve Tween 80’in %1 ve %5
konsantrasyonlarinda, enzim aktivitesi, sirasiyla, %82.4 ve %83.1, %80.2 ve %88,
%89.3 ve %89.4, %94.2 ve %94.4 oranlarinda stabil kalmistir. Bu sonuglar, NA2

amilaz enziminin deterjanlara oldukca dayanikli oldugu gostermektedir. Enzim

201



5. SONUC VE ONERILER Nihan ARABACI

aktivitesinin %]1°lik f-merkaptoetanol ile indiiklenmesi, enzimin aktif bolgesinde
dimerik formda sistin aminoasiti bulundugunu gdstermektedir. H,O»’nin %1 ve
%35’lik konsantrasyonlart NA2 asidik amilaz enzimini 6nemli diizeyde inhibe
etmesi, enzimin okside edici ve agartici bilesiklere karsi direngsiz oldugunu
gostermektedir.

NA2 amilaz, Ca*? bagimsiz, termostabil ve asidik, serin amino asitlerince
zengin olmayan igerige sahip, metaloenzim ozelligi zayif, hidrofobik
aminoasitlerden olusan, yapisinda disiilfit bagi tasimayan, tiol gruplar1 bulunduran,
deterjanlara direngli, aktivitesi i¢cin kismen metal iyonlarina gerek duyan, deterjan
ve nisasta endiistrisi i¢in uygun 6zellikler tasiyan bir enzimdir.

NP1 asidik pullulanaz 5 ve 10 mM CaCl, konsantrasyonlarinda aktivitesini
%100’e yakin korumustur. NP1 asidik pullulanazin aktivitesi 5 mM Cu** ile %110
iken, 10 mM Cu*? ile %115’tir. PMSF’nin her iki konsantrasyonunda da enzimin
baslangi¢ aktivitesi korunmustur. Bu durum, enzimin aktif bolgesindeki serin
aminoasit i¢eriginin diisiik oldugunu gostermektedir. 5 mM EDTA ile %92, 10 mM
EDTA ile % 101.3 aktivite gosteren enzimin aktivitesinde, EDTA ile inhibisyon
gerceklesmediginden, enzimin metaloenzim olmadigi disiiniilmektedir. Enzim
aktivitesi %1 B-merkaptoetanol ile %145 oraninda artarken, %5 B-merkaptoetanol
enzim aktivitesini %93.7 inhibe etmistir. %1 H,O» enzimi %80.7 oraninda inhibe
ederken, %5 H>O, enzimin tamamini inhibe etmistir. Bu sonu¢ enzimin okside
edici ajanlara kars1 dayaniksiz oldugunu gostermektedir.

NP1 asidik pullulanaz, termostabilitesi zayif, serin aminoasit icerigi zayif,
metaloenzim 6zelligi gostermeyen, okside edici ajanlardan etkilenen, hidrofobik
amino asit icerigi zengin, deterjanlara Onemli Olgiide direnclilik gosteren bir
enzimdir.

NP2 alkali pullulanaz enzimi, 5 mM CaCl, ile muamele edildiginde %176
oraninda aktivite gdstermistir. Bu sonuca gore, enzim Ca**-bagimli bir enzimdir.

NP2 alkali pullulanaz enzimi, 5 mM ZnCl, ile %148 aktivite gdsterirken, 10 mM
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ZnCl, ile aktivite %78 e diigmiistiir. Enzimin aktivitesi 5 mM Mn*? ile %220, Mg**
ile %172, Co*™ ile %162, Hg** ile %170, Ba** ile %153 ve Cu** ile %141 dir.
Enzim, 5 mM PMSF ile %170 oraninda aktivite gosterirken, 10 mM PMSF ile
muamele edildiginde aktivitenin %96.4’e diistiigl tespit edilmistir. 5 mM EDTA
ile %193 oraninda yiiksek bir aktivite sergilerken ve 10 mM EDTA ile de baslangic
aktivitesini %84.1 oranminda korumus olan NP2 alkali pullulanaz enziminin EDTA
ile inhibe olmamasi, enzimin bir metaloenzim olmadigini gostermektedir. SDS,
TritonX-100, Tween 20 ve Tween 80 ajanlarmin %1 ve %5’lik
konsantrasyonlarindaki enzim aktivitesini sirasiyla, %83.1 ve 63, %185.2 ve 111.4,
%182 ve 91, %172 ve 87.3’tiir. Bu sonuglar, NP2 alkali pullulanaz enziminin
deterjanlara ve yiizey aktif ajanlara karst1 olduk¢a dayanikli oldugunu
gostermektedir. Enzim, B-merkaptoetanolin %1’lik konsantrasyonu ile %240
oraninda oldukga yiliksek bir aktivite degeri gostermistir. Bu durum, enzimin aktif
bolgesinde fazla miktarda sistin dimerik aminoasitlerinin  bulundugunu
gostermektedir. Enzim aktivitesi %1 H,O, ile %104 degerine ulasirken, %5’lik
H>0; konsantrasyonunda orijinal aktivitenin %59 u inhibe olmustur.

Izole edilen NP2 alkali pullulanaz enzimi, serin ve histidin amino asitleri
icermeyen, Ca**-bagimli, deterjan, okside edici ajanlar, yiizey aktif bilesikler ve
bir¢ok metal iyonuna direngli olma gibi 6zelliklere sahiptir.

NAI1 alkali amilaz enzimi %1, 5, 10 ve 15 NaCl konsantrasyonlarinda,
sirastyla, %54, 58, 53 ve 41 aktivite gostermistir (Sekil 4.47). En yiiksek aktivite
%5’lik NaCl konsantrasyonunda %58 olarak gerceklesirken, tiim NaCl
konsantrasyonlarindaki ortalama aktivite degeri %51.5 olarak bulunmustur. Bu
sonug enzimin orta diizeyde halofilik 6zellikte oldugunu gostermektedir.

NA2 asidik amilaz enzimi %1, 5, 10 ve 15’lik NaCl konsantrasyonlariyla
muamele edildiginde, sirasiyla, %47, 54, 58 ve 57 oranlarinda stabil kalmistir

(Sekil 4.48). Tim tuz konsantrasyonlarinda ortalama %354 oraninda stabilitesini
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koruyan NA2 asidik amilaz enziminin, en yiiksek aktivitesi %10 NaCl
konsantrasyonunda %358 olarak ol¢tilmiistiir.

NP1 asidik pullulanaz enzimi %1, 5, 10 ve 15’lik NaCl
konsantrasyonlarinda, sirastyla, %46, 50, 50 ve 48 aktivite gostermistir (Sekil
4.49). Enzim en yliksek aktiviteyi %5-10 konsantrasyonlarda %350 diizeyinde
gostermistir. Biitiin tuz konsantrasyonlar1 degerlendirildiginde ortalama aktivite
%48.5 olarak gergeklesmistir.

NP2 alkali pullulanaz enziminin %1, 5, 10 ve 15’lik NaCl ile elde edilen
kalan aktivite degerleri, sirasiyla, %48, 48, 50 ve 46°dir (Sekil 4.50). Tim tuz
konsantrasyonlarinda ortalama %48 oraninda stabil kalan NP2 alkali pullulanaz
enziminin en yiiksek stabilite degeri %10 NaCl’de bulunmustur (%50).

TLC analizi sonucunda, NA1 amilaz enziminin %1, %2 ve %4 nisasta ve
pullulanm 24 saatlik inkiibasyon sonunda glukoza kadar tamamen hidrolize ettigi
bulunmustur. NA1 alkali amilaz enzimi %4 pullulam1 glukoza hidrolize etmistir.
Hidroliz tirtinlerine gore NA1 alkali amilaz enziminin a-amilaz ve amilopullulanaz
oldugu bulunmustur. Aygan ve arkadaslar1 (2014), Bacillus subtilis A10 susundan
elde ettikleri alkalifilik alfa-amilaz enziminin nisastay1 45°C’de 60 dakika sonunda
glukoz, maltoz ve diger oligosakkaritlere hidrolize ettigini belirtmislerdir.

NA?2 asidik amilaz enzimi, %1, %2 ve %4 konsantrasyonda 24 saat inkiibe
edildigi zaman nigasta ve pullulani maltoz, maltotrioz ve diger oligosakkaritlere
kadar parcaladigi bulunmustur. Enzim, maltojenik amilaz ve amilopullulanaz
Ozelligindedir. NA2 asidik amilaz enzimine ait sonuglar literatiirdekiler ile uyumlu
olup, enzim firincilik endiistrisi i¢in uygun 6zellikler tagimaktadir.

NP1 asidik ve NP2 alkali pullulanaz enzimlerinin TLC analizlerinde %4
konsantrasyondaki pullulan ve nisastayr glukoz, maltoz, maltotrioz ve
maltodekstrinin dahil oldugu diger olisakkaritlere kadar hidrolize ettikleri
bulunmustur (Sekil 4.52). Her iki enzim de nisasta ve pullulani glukoza kadar

hidrolize etmistir. Bu ozelliklerinden dolay1 NP1 asidik pullulanaz ve NP2 alkali
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pullulanaz enzimleri tip II pullulanazlardir (amilopullulanaz). Song ve arkadaglar
(2016), derin deniz bakterisi olan Luteimonas abyssi XHO031 susundan izole
ettikleri alkalifilik a-amilaz enziminin (LaaA) nisastay1 hidroliz glukoz, maltoz ve
maltotrioza hidrolize ettigini saptamislardir.

Lee ve ark (2016), Hermetia illucens (Siyah Asker Bocegi) larvasinin
bagirsak mikroflorasindan elde ettikleri alkalifilik pullulanaz enziminin, pullulani
maltotrioz birimlerine kadar hidrolize ederken, nigastay1 glukoz, maltoz, maltotrioz
ve maltotetroz birimlerine kadar indirgedigi ve bu enzimin tip II pullulanazlar
(amilopullulanazlar) sinifina girdigi belirlenmislerdir.

NP2 alkali pullulanaz ve NA2 asidik amilaz karigimi nisastay1 glukoz,
maltoz, maltotrioz ve diger oligosakkaritlere kadar hidrolize etmistir. NP1 asidik
pullulanaz ve NP2 alkali pullulanaz karigimi pullulan1 glukoz, maltoz, maltotrioz
kadar hidrolize etmigtir. NA2 asidik amilaz ve NA1 alkali amilaz, nisastay1
maltotrioz, maltoz ve yiiksek oranda glukoza hidrolize etmistir. NA2 asidik amilaz
ve NP2 alkali pullulanaz karisimi nisastay1 maltotrioz ve maltoza hidrolize etmistir.
Amilaz ve pullulanaz enzimleri birlikte kullanildiklar1 zaman nisasta ve pullulani
24 saat sonunda tamamen glukoz, maltoz, maltotrioz ve diger maltoz tiirevi
oligosakkaritlere hidrolize ettikleri goriilmektedir. Enzimler birlikte kullanildiklar:
zaman nisastanin sivilastirilmasi islemlerinde glukoamilaz enzimine gerek
kalmaksizin yiiksek diizeyde verim alinmasi miimkiindiir.

NAI alkali amilaz enziminin %10’luk SDS-PAGE jel analizinde molekiiler
agirhigr yaklasik 165 kDa olarak hesaplanmistir. NA2 amilaz enziminin molekiile
agirhigt SDS-PAGE jel analizinde yaklasik 200 kDa olarak hesaplanmustir.

NP1 pullulanaz enziminin %8 SDS-PAGE jelinde yapilan zimogram
analizinde molekiiler agirliklar1 yaklasik 112 ve 107 kDa olan iki ayr aktivite
bandi elde edilmistir.

NP2 alkali pullulanaz enziminin SDS-PAGE jelinde yapilan analiz sonunda

molekiiler agirligi 113 kDa bulunmustur.
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Enzimlerin yikama performanslar ile ilgili yapilan testlerde oldukca basarili
leke giderim sonuglart alinmigtir. Yemek sosu ile lekelenmis kumas sadece P1
enzimi ile yikandiginda islem gOérmemis yemek sosu Ornegine gore %90
temizlenmis goriinmektedir. Yemek sosu ile lekelenmis 6rnek %1 deterjan ve Pl
enzim karisimi ile yikandiginda iglem gormemis 6rnege gére tamamen temizlenmis
goriinmektedir. Lekesiz kontrol bezi ile yakin temizlikte goriiniime sahiptir.

Yemek sosu ile lekelenmis 6rnek %1 deterjan ve Al alkali amilaz enzim
karisimu ile yikandiginda islem gérmemis 6rnege kiyasla leke yok denecek diizeyde
giderilmistir. Yemek sosu ile lekelenmis kumas 6rneginde P1 asidik pullulanaz
enzimi ve %1 deterjan karisiminin yikama performansi Al alkali amilaz ve %1
deterjan karisiminda yikanan 6rnege gore daha basarili olmustur. Yemek sosu ile
lekelenmis bezlerin %1 deterjan ve A2 asidik amilaz karigimu ile %1 deterjan ve P2
alkali pullulanaz karigimlar ile yapilan yikama isleminde islem gormemis yemek
soslu kumag ornegine kiyasla yiliksek bir performans gergeklestigi goriilmektedir.
Yemek sosu Orneklerinde Al alkali amilaz+deterjan karigimi ile P1 asidik
pullulanaz+deterjan karisimi uygulamasinda, A2 asidik amilaz+deterjan ve P2
alkali pullulanaz+deterjan karigimina gore yikama performansi agisindan daha
basarili goriilmektedir.

Bebek mamasi ile lekelenmis kumaglarin NA1 alkali amilaz ve %1 deterjan
karigimi ile NP1 asidik pullulanaz ve %1 deterjan karisimi orneklerinde iglem
gormemis bebek mamasi ile lekelenmis 6rnege gore %100°e yakin temizlendigi
goriilmektedir. Elde edilen goriiniim lekesiz ornekle benzer olup, NP1 asidik
pullulanaz ve %1 deterjan karisimi, NA1 alkali amilaz ve %1 deterjan karisimina
gore daha bagarilidir. Bebek mamasi ile lekelenmis kumagin NA2 asidik amilaz ve
%1 deterjan karisiminda yikanmasi igleminden sonra islem gérmemis bebek
mamas1 Ornegine kiyasla, %100’e yakin temizlik gerceklesmistir. Bebek mamasi
ile lekelenmis kumasin NP2 alkali pullulanaz ve %1 deterjan karigimi ile

yikanmasi sonucunda islem gérmemis bebek mamasi 6rnegine gore %100 leke
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giderimi gozlemlenmistir. Bebek mamasi 6rneginde NP2 alkali pullulanaz ve %1
deterjan karisimi ¢ok daha basarili performans gostermistir. Yikanan kumastaki
goriiniim, islem géormemis kumastaki ile benzerdir. Bebek mamasi 6rneginde NP2
alkali pullulanaz ve %1 deterjandan olusan karisimin kirlilik gideriminde NA2
asidik amilaz ve %1 deterjandan olusan karisima gore daha basarili oldugu
belirlenmistir.

Cikolata ile lekelenmis kumasin NA1 alkali amilaz ve %1 deterjan karigimi
ile yikanmasi isleminde islem gérmemis 6rnege gore %100’e yakin renk giderimi
s0z konusudur. Cikolata ile kirlenmis kumasin %1 deterjan ve NP1 asidik
pullulanaz karigimi ile yikanmasi sonucunda islem gérmemis drnege gore kirliligin
tamamen giderildigi goriilmektedir. Elde edilen sonug, hi¢ lekelenmemis kumastaki
ile benzerdir. Cikolata kirliliginin temizlenmesinde NP1 asidik pullulanaz ve %1
deterjan karigimi, NA1 alkali amilaz ve %1 deterjan karisimma gore daha yiiksek
yikama performansi gostermistir.

Cikolata kirliligi bulunan kumas NA2 asidik amilaz ve %1 deterjan karigimi
ile yikandiginda kirliligin tamamen giderildigi gorilmektedir. Cikolata lekeli
kumagin NP2 alkali pullulanaz ve %1 deterjandan olusan karisim ile yikandiginda
islem gormemis c¢ikolata lekeli kumasa gore kirliligin tamamen giderildigi
gbzlenmistir. Ozellikle NP2 alkali pullulanaz ve %1 deterjandan olusan karisim
cikolata kirliliginin gideriminde %100 yikama performansi1 gostermistir.

Bu sonuglara gore, 6zellikle NP2 alkali pullulanazin leke gideriminde gok
daha basarili oldugu goriilmiistiir. Enzimin optimum aktivitesini pH 9.0’da
gostermesi deterjan formiilasyonu icin ideal bir enzim oldugunu gostermektedir.
Enzim 6zellikle ¢ikolata ve bebek mamasi ile olusturulan kirlilikte yemek sosuna
gore cok daha yiiksek performans gostermistir. Endiistriyel deterjan iiretiminde
deterjan igerisine %0.1-1 oraninda enzim eklenmektedir. Gergeklestirdigimiz
calismada %1 deterjan ve 500 U/mL enzimin yam sira, kalan kismin ¢esme

suyundan olusmasi enzimlerin ne denli basarili oldugunu gostermektedir.
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Roohi ve Saima (2013), Bacillus cereus GA6 susundan izole ettikleri a-
amilaz enziminin yikama performans analizini gerceklestirmislerdir. Sonuglara
gore, alkali a-amilaz enzimi deterjanla birlikte kullanildiginda leke gideriminde
oldukca yiiksek etkinlik gdstermistir. Yalnizca deterjan kullanimina kiyasla,
deterjan ve enzim kombinasyonu ile yikanan yemek sosu, bebek mamasi ve
cikolata ile lekelenmis kumaslardaki leke giderimi daha iyi bulunmustur.

NAI1 alkali amilaz enzimi %S5, 10, 15, 20, 25 ve 30 konsantrasyondaki
nisasta karigimlarin1 50°C’deki inkiibasyon sonucunda, sirasiyla, yaklasik olarak
%100, 95, 90, 80, 80 ve 80 sivilastirmistir. NA1 alkali amilaz enziminin %35, 10,
15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 ve 50 nisastay1 sivilastirmasi sonucu agiga ¢ikan %
glukoz degeri BriX sistemiyle 6l¢iildiigiinde sirastyla, %4, 8, 10, 12.2, 15, 17.5,
18, 19, 19 ve 6 glukoz aciga ¢iktig1 bulunmustur.

NA2 asidik amilaz enzimi %5, 10, 15, 20 ve 25 nisasta karigimlarini
60°C’deki inkiibasyon sonucunda, sirasiyla, yaklasik olarak %100, 95, 90, 80 ve 70
diizeyinde sivilastirmistir. Nigasta konsantrasyonunun %30 ve 35 oldugu tiiplerde
akicilik zayif olmakla birlikte yaklagik %50 ve 40 sivilagsma belirlenmistir. NA2
asidik amilaz enziminin %5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 ve 50 nisastay1
sivilastirmasi sonucu agiga ¢ikan % glukoz degeri sirasiyla, %5, 8, 10, 14, 14, 16,
13, 5, 5 ve 5 bulunmustur.

NP1 asidik pullulanaz enzimi %5, 10, 15, 20, 25, 30 ve 35 nisasta
karigimlarimi 50°C’deki inkiibasyon sonucunda, sirasiyla, yaklasik olarak %100,
95, 90, 90, 85, 80 ve 60 sivilastirmistir. NP1 asidik pullulanaz enziminin %S5, 10,
15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 ve 50 nisastay1 sivilastirmasi sonucu a¢iga c¢ikan %
glukoz degeri sirasiyla, %5, 8, 10, 12, 16.1, 16, 16.5, 4.5, 4 ve 4 olarak
bulunmustur.

NP2 alkali pullulanaz enzimi %5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 ve 40 nisasta iceren
tiiplerde sirasiyla, yaklagik olarak %100, 100, 95, 90, 80, 70, 60 ve 40
stvilagtirmigtir. NP2 alkali pullulanaz enziminin %35, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45
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ve 50 nisastay1 sivilagtirmasi sonucu ag¢iga ¢ikan % glukoz sirasiyla, %4, 8, 10, 13,
14,16, 11, 8.5, 6 ve 5.5 bulunmustur.

Biitiin stvilagtirma denemelerinde %5 nisasta igeren tiipte %100 sivilagtirma
ve su gibi akicilik elde edildigi halde BriX degerleri ortalama (agiga ¢ikan %
glukoz miktar1) 4.5 bulunmustur. Buna karsilik sivilagmanin (akicilik anlaminda)
en diisiik oldugu %50 nisastali tliplerde ortalama elde edilen glukoz degeri 5
bulunmustur.

Sonug olarak;

1. Amilaz ve pullulanaz enzimleri nisasta endiistrisi basta olmak iizere,
deterjanlarin da dahil oldugu cok farkli alanlarda kullanilmaktadir. Nisastanin
endiistriyel diizeyde sivilastirilmasinda a-1,4 glukozit baglarini pargalayan asidik
ozellikteki termofil ve termostabil a-amilaz enzimleri ile a-1,4 ve a-1,6 glukozit
baglarini pargalayan mantar kokenli glukoamilaz enzimleri kullanilmaktadir.

2. Calismamizda izole edilen amilaz ve pullulanaz enzimleri termofil,
termostabil, genis pH araliginda aktivite gosteren, a-1,4 ve a-1,6 glukozit baglarini
pargalayan amilaz ve amilopullulanazlar olduklarindan, nisastay1 glukoz, maltoz,
maltotiroz ve maltoz kokenli diger oligosakkaritlere hidrolize etme
yetenegindedirler. Bu niteliklerinden dolayi, izole edilen amilaz ve pullulanaz
enzimlerinden olusan enzim kombinasyonu amilaz ve glukoamilaz enzim
kombinasyonuna giiglii bir alternatif olma 6zelligindedir.

3. Nisasta endistrisinde  sivilastirma  islemleri i¢cin %20 nisasta
kullanilmaktadir (Liu ve Xu, 2008). Nisasta konsantrasyonu %20 oldugunda
stvilastirma diizeyi NA1 alkali amilaz ile %80, NA2 asidik amilaz ile %80, NP1
asidik pullulanaz ile %90 ve NP2 alkali pullulanaz ile %90°dir. izole edilen amilaz
ve pullulanaz enzimleri %30 nisastay1r 2 saatlik inkiibasyon sonunda %87-90
diizeyinde tamamen sivilastirmistir. Bu sonuglar dikkate alindiginda, NA1 alkali
amilaz, NA2 asidik amilaz, NP1 asidik pullulanaz ve NP2 alkali pullulanaz

enzimleri, nisastanin hidrolize edilerek glukoz, maltoz, maltotrioz gibi iiriinlerin
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iiretildigi prosesler icin a-amilaz ve glukoamilaz kombinasyonuna gore ¢ok daha
giiclii birer alternatif iiriindiir.

4. Deterjan endiistrisi, enzimlerin en ¢ok kullanildigi alanlarin basinda
gelmektedir. Bu alanda proteaz enzimlerinden sonra en ¢ok tercih edilenler
nisastay1 hidrolize eden enzimlerdir. Calismamizda, izole edilen enzimlerin yemek
sosu, bebek mamas1 ve cikolata gibi farkl iiriinlerle yapilan yikama performans
analizlerinde %1 deterjan ve 500 U/mL enzim iceren karisimda yikanan lekeli
kumaslarda, islem gormemis lekeli kumaglara gore, 60 dakikalik uygulama
sonunda %100’e yakin basari elde edilmistir. Ozellikle NP2 alkali pullulanaz
(amilopullulanaz) enzimi en yiiksek performansa sahiptir. Bu enzimler deterjan
endiistrisi icin giiclii bir alternatif olma 6zelligindedirler.

5. Tekstil endiistrisinde hasillarin giderilmesi islemleri yiliksek pH ve yiiksek
sicaklikta gergeklestirilen yaklasik 2 saatlik bir uygulama gerektirmektedir. NP2
alkali pullulanaz enzimi amilopullulanaz/Tipll pullulanaz 6zellikte bir enzim olup,
asido-alkali kosullarda ¢ok genis bir pH aralifinda aktivite gosteren (optimum pH
9.0), pH stabil ve pH ile indiiklenen, termofil ve yiiksek diizeyde termostabil bir
enzim olmasi ve yikama performansinin %100 diizeyde gergeklesmesi nedeniyle
tekstil endiistrisinde kullanimi igin ideal bir enzimdir.

6. Ozellikle NA1 alkali amilaz, NA2 asidik amilaz, NP1 asidik pullulanaz ve
NP2 alkali pullulanaz enzimleri nisasta ve tekstil igletmelerinden ¢ikan atik sularin
aritilmasinda, enzim kokenli aritma islemleri alaninda kullanilabilir 6zelliktedir.

7. Diglerde tas ve tartarlarin olusumunda pullulan benzeri polisakkaritlerin
onemli bir etkisi oldugu bilinmektedir. Ozellikle NP1 asidik pullulanaz enziminin
optimum aktivitesinin pH 6.0 oldugu diisiiniildiigiinde, bu enzimin dis macunu

iiretiminde kullanilma potansiyeli oldukca ytiksektir.
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