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Bu calismada, Cukurova Universitesi kampiis alan1 i¢inden alian toprak numunelerinden ii¢
adet termofilik Bacillus sp. bakterisinin izolasyonu gerceklestirilmistir. Izole edilen bakteriler
strastyla Bacillus sp. izolat SD1, SD2 ve SD3 olarak adlandirilmistir. Bakteriler tarafindan {iretilen
a-amilaz enzimlerinin izolasyonu ve kismi karakterizasyonu gerceklestirilmistir. Enzimlerin
optimum aktivite gosterdigi sicaklik degerleri SD2 ve SD3 izolatlar1 i¢in 50 °C, SD1 izolat1 i¢in ise
40 °C olarak belirlenmistir. SD1 a-amilazi optimum aktivitesini 8.0 pH degerinde gosterirken, SD2
ve SD3 o-amilazlart 6.0 pH degerinde gostermislerdir. Bakterilerin  besiyerlerine
inokiilasyonlarindan itibaren SD2 a-amilazi 24. saatte en yiiksek aktivite seviyesine ulagirken, SD1
ve SD3 a-amilazlar1 48. saatte ulasmiglardir. Her ti¢ enzim de 30 ve 40 °C’de 15 dk. 6n inkiibasyon
sonrasinda aktivitelerini tamamen korumuslardir. 50 °C’den sonra ise 15 dk ©n inkiibasyon
sonrasinda kalan aktivite kayiplart meydana gelmis, 100 °C’de ise aktivitelerinin biiyiik bir kismim
kaybetmisglerdir. Kimyasal maddelerden Ca, Mg ve Co her ii¢ enzim tlizerinde de degisik oranlarda
stimiilator etki ortaya koyarken, K ve EDTA inhibisyon etkisi gostermistir. 16S rDNA dizileme
analizi Bacillus sp. SD1 ve SD2 susunun susunun biiylik oranda benzerlik gdsterdigini ortaya
koymustur.

Anahtar Kelimeler: Bacillus sp., alfa-amilaz, izolasyon, karakterizasyon
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ABSTRACT

In this study, three thermophilic Bacillus sp. bacteria were isolated from soil samples taken
from Cukurova University campus area. The isolated bacteria were named as Bacillus sp. SD1, SD2
and SD3, respectively. Isolation and partial characterisation of a-amylase enzymes produced by the
bacteria were carried out. The optimum temperature values at which the enzymes showed optimum
activity were determined as 50 °C for SD2 and SD3 isolates and 40 °C for SDI isolate. SDI a-
amylase showed its optimum activity at pH 8.0, while SD2 and SD3 a-amylases showed their
optimum activity at pH 6.0. After inoculation of bacteria into the media, SD2 a-amylase reached the
highest activity level at 24 h, while SD1 and SD3 a-amylases reached at 48 h. All three enzymes
completely retained their activities after 15 min pre-incubation at 30 and 40 °C. After 50 °C, the
remaining activity losses occurred after 15 min pre-incubation, and they lost most of their activity at
100 °C. Among the chemicals, Ca, Mg and Co showed stimulatory effect on all three enzymes at
different rates, while K and EDTA showed inhibition effect. 16S rDNA sequencing analysis revealed
that the strains of Bacillus sp. SD1 and SD2 were highly similar.

Keywords: Bacillus sp., alfa-amylase, isolation, characterization
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TESEKKUR

“Termofilik  Bacillus Izolatlarinca Uretilen ~Alfa-amilaz  Enzimlerinin ~ Kismi
Karakterizasyonu’> konulu bu c¢alisma, Cukurova Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii,
Biyoteknoloji Anabilim Dali’nda Yiiksek Lisans Tezi olarak hazirlanmustir. Yiiksek Lisans ¢alismam
boyunca destegini esirgemeyen, bilgi donanimi ve tecriibeleriyle c¢aligmama yon gdsteren
degerlidanisman hocam Sayin Prof. Dr. Makbule BAYLAN’a sonsuz tesekkiir ederim. Calisma
stirecim boyunca labortuvar ¢alismalarimda her zaman destek ve yardimini esirgemeyen, bilgi ve
yonlendirmeleriyle yoluma 1s1k tutan Sayin Prof. Dr. Bahri Devrim OZCAN’a sonsuz tesekkiir
ederim. Deney calismalarimin iizerinde emegi olan ve siirecte birlikte ilerledigim Biyolog Elif
DIKKAYA’ya tesekkiir ederim. Calisma boyunca hep yanimda olan esime, sabirla bekleyen canim
oglum ve canim kizima, inanarak ilerledigim siirecte destegini her zaman hissettigim degerli anneme

ve babama sonsuz tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

Enzim, katildig1 tepkimelerde reaksiyonun baglamasi i¢in gerekli minimum enerji olan
aktivasyon enerjisini diisiirerek, reaksiyonu katalizleyen protein yapili biyolojik katalizorlerdir.
Enzimler, baglamis olan tepkimeye hiz kazandirmaktadir. Dolayisiyla enzimler reaksiyonlar
baslatmaz. Reaksiyonu baglatan faktor aktivasyon enerjisidir. Canli organizmada hiicrelerin
aktivasyon enerjisi ise ATP ve sicakliktir. Enzimin aktivasyonu etki edecegi metaboliti tanimasiyla
baslamaktadir. Enzimin etki gosterdigi metabolit substrat olarak tanimlanmakta ve enzim substrat
kompleksi aktif bolge uyumu gerektirmektedir. Enzimin substrata olan etkisi Michaelis ve Menten

tarafindan bir denklemle ifade edilmektedir (Sekil 1.1).
Enzim + Substrat —» Enzim-Substrat kompleksi ~ —»Enzim + Uriin

Aktif Bolge

0

Sekil 1.1. Enzim-Subsrat spesifik ¢alismasi (Michaelis ve Menten Denklemi)
https://www.bioinforange.com/wp-content/uploads/2021/12/Seyma-Erkaya.Enzim-
Kinetigi.derlemesi.pdf

Enzimler baslangi¢ olarak reaksiyona giren metabolit yani substrati ile gegici kimyasal
bilesik olusturmaktadirlar. Reaksiyon bitince yeni tepkimeleri katalize etmek i¢in eski formlarina
geri donmektedir. Enzimin substrat1 ile gegici iligkisi iyon baglari, vanderwalls ¢ekimleri, hidrojen
baglar1 gibi zayif etkilesimler ile ger¢ceklesmektedir.

Enzimler islev yerlerine gore 2 grupta incelenebilir. Organizmada hiicre iginde islev goren
enzimlere endoenzim (intraselliiler), hiicrede {iiretilip hiicre dis1 ortama salgilanan ve aktivite
gosteren enzimlere ise ekzoenzim (ekstraselliiler) denilmektedir. Ekstraselliiler enzimler besiyeri ve
hiicre duvan dis yiizeyi ile baglantili olan enzimlerdir (John ve Sons., 1998; Madsen ve ark., 1973).
Ekstraselliiler enzimler genellikle molekiiler agirlig1 yiiksek substrat ile caligmaktadir.

Enzimlerin isimlendirilmesi genel olarak substrata gore ya da gerceklestirdigi reaksiyona

gore yapilmaktadir (Cizelge 1.1).



Cizelge 1.1. Enzimlerin isimlendirilmesi

Substrata gore isimlendirme Reaksiyona gore isimlendirme

Protein —  Proteinaz Oksidasyon —»  Oksidaz
Karbonhidrat —  Karbonhidraz Hidrolizasyon —>» Hidrolaz
Lipit(Yag) —» Lipaz Rediiksiyon —  Rediiktaz

Ure _ Ureaz Dekarboksilasyon ~—  Dekarboksilaz

Enzimlerin siiflandirilmasi asagidaki tablo ile gosterilebilir:

Cizelge 1.2. Enzimlerin Siniflandirilmasi (Ananthanarayan, 2008)

NNo
Simifi Gorevi Ornekler
11 Dehidrogenazlar: Elektron kazandirici
Oksidorediiktazlar | Redoks tepkimelerini tepkimeleri etkilerler.
katalizlerler. (Indirgenme | Rediiktazlar: Substrati bir rediikte
ylikseltgenme aracilifiyla indirgeyen enzimlere denir.
tepkimeleri) Oksidazlar: Elektron kaybeden
tepkimeleri etkilerler.
Transhidrogenazlar: Bir molekiilden
digerine hidrojen tasiyarak onu indirger.
Hidroksilazlar: ~ Substratlarina  bir
hidroksi ya da su molekiili katan
enzimlere denir.
22 Grup transfer
Transferazlar tepkimelerini Aspartat transaminaz, Alanin
katalizlerler. Hidrojen | transaminaz
disinda bir atomun veya | Dekarboksilazlar: Karboksilik asitten
atom  grubunun  bir | CO2 ¢ikmasinm saglarlar.
molekiilden digerine
aktarilmasini saglarlar.
33
Hidrolazlar Islevsel gruplarin suya | Esterazlar: Ester  bagim yikan
transferi yani hidroliz | enzimlerdir. (lipaz, riboniikleaz,
tepkimelerini fosfataz, pirofosfataz, glikozidaz).
katalizlerler.
Proteazlar:  Peptit  bagmi  yikan
enzimlerdir (proteinaz).
44 Cift baglara gruplarin
Liyazlar ilavesi ve gruplarin yer Pirtivat dekarboksilaz, Sitrat sentetaz
degistirmesiyle cift
baglarin olusmasini
katalizlerler.
55 [zomerik formlar1
[zomerazlar olusturmak iizere | Epimeraz, Razameraz
molekiiller iginde
gruplarin transferini
katalizlerler.




66 ATP’nin uzaklagmasiyla
Ligazlar eslesmis C-C baglarinin | DNA Ligaz
olusmasini katalizlerler.

Organik besinlere etki edecek enzimler genel ifade olarak; karbonhidratlara etki eden
karbonhidraz, proteinlere etki eden proteinaz, yaglara etki eden lipaz enzimleri olarak belirlenebilir.
Tepkimelerin siirecinde enzimler uzun zamandir kullanilmaktadir. Tepkimelerde 6nem tasimast
enzimlerin ekonomik olarak elde edilmesini gerektirmektedir. Terim olarak ilk enzim kavrami
Kuhne tarafindan kullanilmistir. Kuhne (1878) enzim kavramini fermente anlaminda kullanmis olup
Yunanca maya anlami tasimaktadir (Paulo ve Gubitz, 2003). Fermantasyon yontemlerinde
organizma metabolizmalarindaki enzim aktivitelerinden ve enzimatik tepkimelerin degisimlerinden
faydalanilmaktadir.

Ozellikle maya igerikleri olan gidalarda (ekmek, peynir, bira, sarap, tursu, sirke, yogurt gibi),
meyve suyu Uretiminde, et yumusatma, kauguk iiretimi, kagit endiistrisi alaninda, deri isleme sanayi,
deterjan tUretimi gibi temizlik sanayinde, yem sanayi gibi tarimsal alanlarda, su iriinleri
yetistiriciliginde, kontak lens temizleyiciligi alaninda, fotograf endiistrisi alaninda kullanildigi
bilinmektedir (Kirkvd., 2002). Enzimlerin bu denli genis 6l¢iide kullaniminin olmasi ¢esitli yollardan
enzim Uretiminin arastirilmasini gerektirmistir.

Endiistriyel enzim iiretiminde gbéz Oniinde bulundurulmasi gereken oOnemli 6zellikler
bulunmaktadir. Ilk olarak segilecek suslarin iiretime uygun olmasi gerekmektedir. Ayrica, suslarin
patojenik Ozellikte olmamasi, toksik ozellikte olmayan iirlinler vermesi ve biyolojik agidan stabil
olmalari, genis pH araliklarinda iireyebilmeleri, iireme hizlarinin yiiksek olmasi beklenmektedir
(Fukara, 2007).

Endiistriyel anlamda enzimlerin gesitli dallarda degerlendirilmesi i¢in tiretiminin ekonomik
yollarla olmasi, ¢esitli endiistri dallarinda kullanilabilme &zelligine sahip olmasi, alerjen etki
gostermemesi veya bulundugu ortamda zehirli etki olusturmamasi, kisacasi her yoniiyle giivenilir
ozellikte olmasi gerekmektedir (Wiseman, 1987). Teknolojinin gelismesi ve iiretim tekniklerinde
ilerleme kaydedilmesi ile enzimler daha saf ve ekonomik olarak tretilmektedir. Biyoteknoloji
calismalarinda ilerleme kaydedilmesi ile birlikte enzimler daha uygun, ekonomik ve pratik agidan
daha ¢ok mikroorganizmalardan elde edilmektedir.

Mikroorganizmalardan  faydalanilarak  ticari amacli  kullanilabilecek  enzimler
iiretilebilmektedir. Ticari enzimlerin iiretimi i¢in bir¢ok canli organizma kullanilabiliyor olsa da,
mikrobiyal agidan bakteri, kiif ve mayalar tercih edilmektedir. Bu mikroorganizma gruplarindan
genellikle kiifler amilaz, proteaz, katalaz, seliilaz, pektinaz, glikoz oksidaz, lipaz ve seliilaz, mayalar
invertaz ve laktaz, bakteriler ise proteaz, amilaz, streptokinaz, streptodornaz, ksilanaz gibi
enzimlerin lretiminde kullanilmaktadir. Endiistriyel alanda kullanimi gergeklestirilen enzimlerin

%359’unu proteazlar, %28’ini karbohidrazlar, %3’linii lipazlar ve %10’unu ise diger enzim



cesitlerinin olusturdugu goriilmektedir (Wiseman, 1987). a-Amilaz enzimi ticari olarak kullanilan
karbohidraz enzim g¢esitlerindendir ve a-amilaz enzimi %13 oraninda liretimi ile biiylik 6nem
olusturmaktadir (Wiseman, 1987). Farkli bir ¢aligmada ise, mikrobiyal enzimlerden olan ticari
Ooneme sahip alkali proteazlar %25, diger proteazlar %21, amilazlar %18, yine bir proteaz olan rennin
%10, tripsin %3, lipaz %3 ve diger karbonhidrat tiirevi polisakkaritleri pargalayan hidrolitik
enzimlerin (seliilaz, ksilanaz vb.) ise %10, farmasotik ve analitik alanda kullanilan enzimlerin ise
yine %10 oranlarinda kullanildigigoriilmektedir (Rao ve ark., 1998). Enzimlerin endiistriyel a¢idan
kullanim alanlar1 incelendiginde ise; %34l yiyecek ve hayvan yemi, %29’u deterjan ve temizlik,
%11°1 seliiloz ve kagit, %17’si ise tekstil, deri ve kiirk gibi ¢esitli alanlarda kullanildigibildirilmistir
(Parameswaran ve ark., 2013).

Endiistride yaygin olarak kullanilan enzimlerin baslicalari, amilaz, glikoamilaz,
glikoizomeraz, proteaz, lipaz, karbonhidrataz olarak siralanabilir (Cizelge 1.3). Ticari alanda
kullanilan ilk fungal enzim 20. yy baslarinda, ilk mikrobiyal enzim kullanimi 1. Diinya savasi
sirasinda baslanustir. Ik ticari amagl amilaz enzimi iiretimi ise 1939 yilinda, Japonya’da Bacillus
subtilis suslarindan elde edilmistir (Casida, 1964). ilk kez canli hiicreden enzim aktivasyonunu maya
ekstrakt1 kullanarak Buhner gergeklestirmistir.

Uretim teknolojisi olarak enzim elde etme metodlar1 oldukga gelisme gdstermektedir ortaya
¢ikan triinlerin kullanim alanlarinin ¢esitliligi ve ekonomik degerinin ¢ok yiiksek olmasi gibi
nedenlerden dolay1 biyoteknolojinin, endiistriyel enzimler alaninda yapilan arastirmalarinin daha
fazla 6nemli oldugu goriilmektedir. Son donemde biyoteknoloji ¢alismalar1 ve buna bagli olarak
rekombinant DNA teknolojisinin gelismesi ile birlikte enzim {iretimi ve kullanimi biiyiik oranda artig
gostermekte ve son donemde yiiksek iiretim orani elde edilmektedir (Gessesse, 1998).

Endiistriyel enzim iiretiminde goéz Oniinde bulundurulmasi gereken Onemli ozellikler
bulunmaktadir. 1k olarak segilecek suslarin iiretime uygun olmasi gerekmektedir. Ayrica, suslarm
patojenik Ozellikte olmamasi, toksik Ozellikte olmayan tirlinler vermesi ve biyolojik agidan stabil
olmalar beklenmektedir.

Enzim iiretimi i¢in ekstrem kogullara dayanikli organizma tercihi de biiyilik dnem tasimaktadir.
Gerek ortamin sicakligi, gerek ortam pH’1 ve iyon igerigi bakimindan organizmanin sert kosullara
dayanikli olmasi da yine istendik 6zellikleri arasindadir.

Endiistride nisasta hidrolizinde kullanilan 5 grup enzim vardir;

1. Endo-amilazlar (i¢ etkili)
2. Ekzo-amilazlar (dis etkili)
3. Dallanmay1 kirict enzimler
4. Izomerazlar

5. Transferazlar (Yigit ve Koca, 2011)



Cizelge 1.3. Amilolitik enzimlerin enzim kod numaralar1 (EC numaralar1) ve baslica substratlart
(Polaina ve MacCabe, 2007)

Enzim EC numarasi Domain Bashca substrati
Amilosiikraz 24.14 -- Siikroz

Siikroz fosforilaz 2.4.1.7 -- Siikroz

Glukon dallanma enzimi 2.4.1.18 A,B,F Nisasta,glikojen
Siklodekstrin glikozil transferaz | 2.4.1.19 A,B,C,D.E Nisasta
Amilomaltaz 2.4.1.25 A,B1,B2 Nisasta,glikojen
Amilopentoz olusturan amilaz 3.2.1 A,B,I Nisasta

o-Amilaz 3.2.1.1 A,B,C Nisasta

Oligo (1-6)glukozidaz 3.2.1.10 AB Amilopektin
o-Glukozidaz 3.2.1.20 - Nisasta
Amilopullulanaz 3.2.141 A,B,H,G,I Pullulan
Siklomaltodekstrinaz 3.2.1.54 AB

Siklodekstrinler Izopullulanaz 3.2.1.57 --- Pullulan
Izoamilaz 3.2.1.68 A,B,F,7 Amilopektin
Maltotetroz olusturan amilaz 3.2.1.60 AB,CE Nisasta
Siklodekstranaz 3.2.1.70 - Nisasta

Teraloz 6-fosfat hidrolaz 3.2.1.93 --- Teraloz
Maltoheksoz olusturan amilaz 3.2.1.98 -—-- Nisasta
Maltojenik amilaz 3.2.1.133 --- Siklodekstrinler,nisasta

1.1. Polimerik Karbonhidratlar ve Ozellikleri

Yapisal ve islevsel olarak birgok arastirma ve ¢alismada incelenen nisasta molekiilii suda
¢Oziinme Ozelligi ¢cok az olan dogal bir karbonhidrat tiiriidiir. Bitkilerin fotosentez tiriinii olarak
iiretilen glikoz monomerinin depo formudur.

Nisasta molekiilii endiistride 6zellikle tutkal, kagit ve tekstil yapiminda kullanilmaktadir.
Gida sanayisinde kivam arttirici, sivilart koyulastirma ve stabilizatér olarak kullanilmaktadir.
Cogunlukla patates ve tahillardan olusturulan tadi ve kokusu olmayan toz yapidadir. Ulkemizde
misir, bugday, piring gibi tahillar, patates gibi nisasta igerigi fazla olan depo besinler kullanilarak
nisasta elde edilmektedir.

Kimyasal olarak nisasta, amiloz ve amilopektin isimliiki polimerik karbonhidratin
(polisakkaritin)  birlesiminden  olugsmaktadir. ~ Amiloz, glikoz monomer  birimlerinin alfa-
1,4 baglantililarla uguca eklenmesinden olusur. Amilopektin ise amilozdan farkli olarak dallanma
yapist gostermektedir. Amilopektinde yan zincir olusumu alfa-1,6 baglantis1 ile baslamaktadir
(Olger, 2008).

Amiloz dogrusal baglant1 olusturmus, molekiil yapisindadir. Baglantilarin ¢izgi gériiniimiiniin yani
sira yapidaki glikoz birimlerinin yaptig1 agisal baglantilar molekiilde sarmal yapiy1 olusturmaktadir.
Amiloz molekiilleri yaptig1 baglantilar haricinde kendi aralarinda da sarmallar olusturabilmektedir.
Amiloz molekiillerinin olusturdugu sarmalin i¢ kismi hidrofobik 6zelliktedir. Bu durum i¢ kisimda
bulunan su molekiillerinin, hidrofobik &zellikteki molekiillerle daha rahat yer degistirebilmesine

olanak saglamaktadir. Ayira¢ olarak kullanilan iyot molekiilleri nisasta varligini tespit etmek
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amaciyla kullamilmaktadir. Iyot molekiilleri nisasta yapisini olusturan amiloz molekiillerinin
olusturdugu sarmallar iginde dizilerek mavi renk olusumuna neden olmaktadir. Hidrojen baglan
olusumu molekiilde su tutma 6zelligini azaltmaktadir. Amiloz molekiillerini olusturan sarmal
yapilarda hidrojen baglari igermektedir. Bu durum amilozda su kapasitesini azalttig1 i¢in kivamli bir
yap1 olusturmaktadir (Kumar ve Nussinov, 2001).

Glikoz zinciri dallarindan olusan polisakkarit yapi amilopektin, birgok dallanma yaparak
dallanma bélgelerinden paralel ¢izgiler seklinde uzanmaktadir. Uzanan bu paralel yapilarda birbirine
baglanarak sarmal ¢iftleri olusturmaktadir. Dalli yapiya sahip olan amilopektin, dallanmalarini
ortadan disa dogru acan ve bu sekilde genisleyen bir agac dali goriiniimii almaktadir. Dallanma
bolgelerinde molekiil goriiniimii diizeni kaybetmistir. Bu bolgelerde olusan sarmal yapilar ¢iftler
halinde yerlesimini sistemli bir sekilde yaparak kristal bir olusum yapmaktadir. Olusan bu kristaller
mikroskopla incelendiginde dallanma bolgelerindeki diizenlenme farkliliklar1 nisasta yapisinda igten
disa halkasal bir goriiniim olusturmaktadir (Tutar, 2012).

Diiz zinzir yapidaki amiloz ve dallanmalar olusturan amilopektin polisakkaritleri glikoz
monomerinden olugmaktadir. Amiloz dogrusal polisakkariti 500-20.000 glikoz monomeri, dalli
yapiya sahip olan amilopektin polisakkariti ortalama bir milyon glikoz monomeri tagimaktadir.
Nigasta molekiilii depo polisakkariti olma &zelligini, yapidaki amilopektinin dallanmalar1 ile
olusturdugu sarmal sekillerden kazanmaktadir.

Nisasta polisakkariti diiz zincir polimerlerinin birbirine baglanmasi sonucu olusmaktadir.
Amilopektin polimerinde goriilen dallanmalar alfa-1,4 baglantilarinin  arasinda alfa-1,6
baglantilarinin olugmasiyla ger¢ceklesmektedir. Amiloz veamilopektin oranlari bitkiden bitkiye gore,
hatta ayn1 bitkideki farkli bolimlerinde (cultivar) degisebilmektedir. Bu degiskenlige 6rnek olarak
amiloz bakimindan yogun olan muisir nisastasinda %85 oraninda amiloz bulunurken, yapiskan yapisi
ile karakterize edilen (waxy) musir tiirlinde amilopektin polimeri %99 oraninda bulunmaktadir.
Graniil olusumlarinda yapi, sekil ve boyutsal olarak baz1 farkliliklarda goriilebilmektedir (Polaina ve
MacCabe, 2007).

Dallanmalar sonucu olugsan amilopektin zincirleri bir¢ok tahil nisastasinda daha kati bir
sekilde diizenlenirken (A-tipi nisasta), bitkisel kaynakli olan bitkilerde daha seyrek bir sekilde
diizenlenmektedir (B-tipi nisasta) (Olger, 2008).

Glikoz monomerinin {stiinde yer alan fosfat gruplaripolar 6zellik gostermektedir ve bu
durum amilopektin polimerlerinin yapisal 6zelligini olusturmakla birlikte nisastada suyun kolay bir
sekilde emilmesini saglamaktadir. Nisasta, amilopektin polimerinin yapisindaki hidrojen baglarindan
dolay1 az miktarda su igeren ve kristal ozellikte tanecikler olarak bitkilerde depolanmaktadir. Bu

depo polisakkariti tanecik boyutu bakimindan bitki tiirleri arasinda farklilik gostermektedir.
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Sekil 1.2. Amiloz ve amilopektinin kimyasal yap1 modeli (Vazquez ve ark., 2012).

Vazquez ve ark. (2012), amiloz iizerine butilakrilatingraft kopolimerizasyonunu
incelemislerdir ve metakrilik asidin patates nisastasina H>O,-(NH4):Fe(SO4), redoks sistemi
kullanarak¢alismistir (Vazquez ve ark,1992). Goriilen nisasta molekiillerindeki baskin olan
amilopektin molekiilli, amilozdan ¢ok daha biiyiik olan dallanmis bir polimerdir (Thomas ve ark.
1999).

Nisasta depo polisakkariti besin deposu ile birlikte enerji deposu olarak islev gdstermektedir.
Nigasta polisakkaritinin glikoz monomerleri arasinda bag kurulmasi ile sentezinde ve bu
polisakkaritin depolanmasinda gorev alan bitkisel organeller genel anlamda plastid olarak
adlandirilan kloroplast ve amyloplast organelleridir.

Nisasta molekiilii suda ¢oziinmeyen ya da ¢ok az ¢Oziinebilme ozelligi gdsteren bir
molekiildiir. Bu nedenle sindirilmesi hidroliz yoluyla olmaktadir. Hidroliz reaksiyonlarim
katalizleyen amilaz enzimleri ise nisasta polisakkaritini olusturan glikoz monomerleri arasindaki
glikozit baglarin1 kesmektedir. Hayvanlar alemine ait canlilarda nisastanin hidrolizinde gorev alarak
yap1 birimlerinden faydalanmamizi saglayan amilaz enzimleri bulunmaktadir. Amilaz enzimleri
arasinda farkliliklarin goriilmesi nisasta polimerinin hidrolizinde farkli etki olusturmalarma neden
olmaktadir. Nisasta polimerinin hidrolizinde etki gosteren enzim degisikligi ile birlikte iirinlerde de
farklilik s6z konusu olmaktadir. Hidrolizde nisasta polimerine etki gostererek farkli {iriin olusumuna
neden olan bir¢ok enzim ¢esidi bulunmaktadir (Guptave ark., 2003). Nisasta parcalandik¢a dekstrin,
maltoz ve glikoz gibi {irlinler olusmaktadir. Ayrica maltoz disakkaritinin hidrolizi maltaz enzimi

tarafindan da gergeklesmektedir (Sekil 1.3).
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Sekil 1.3. Takim halinde ¢alisan enzimler ve aktiviteleri

Enzimlerin takim halinde ¢aligmasina {istte drnek verilmektedir.

1.2. Enzimlerin Uretim Kaynaklar
Enzimler hayvan, bitki ve mikroorganizmalardan elde edilmektedir. Mikroorganizmalardan
elde edilen enzimler, bitki ve hayvanlardan elde edilen enzimlere gore, rekombinant DNA teknolojisi
kullanilarak daha ucuz ve pratik olarak {iretilebilmektedir. Ayn1 zamanda mikrobiyal enzimler dis
ortamdan daha az etkilenmektedir. Bu ozelliklerinden dolay1 ticari amagli iiretilecek enzimlerde

mikroorganizmalar1 kullanmak daha avantajlidir (Wiseman, 1987).

1.2.1. Bitkisel Kaynakh Enzimler

Bitkisel kaynakli dokularin miktarlar1 kisithdir. Ciinkii bitkisel kaynaklar toprak miktar1 ve
kalitesi, mevsim ve iklimsel degisimler, iggiicii durumu ve elde edilen iiriin kalitesine bagli olarak
degiskenlik gosterebilmektedir. Bu durumlardan dolayr bitkisel kaynakli enzimlerde iiretim
standarttan uzaklagabilmekte ve stabilitesi degisebilmektedir. Bu faktorlerin etkisiyle bitkisel
kaynakli enzim iiretimi ekonomik acidan daha kisitli olmaktadir.

Bitkilerden elde edilen biyoteknolojik enzimler daha c¢ok giivenilir, yenilebilir 6zellik
gostermektedir. Ayni zamanda toksik etki gostermemektedir (John,1987). Bitkisel kaynakl
enzimlere daha ¢ok proteaz enzimleri 6rnek verilebilmektedir. Papain, soya fasulyesi lipoksigenazi,
tahil amilolitik enzimleri gibi. Ornegin proteazlar proteinlerin aminoasitlere hidrolizi ve mayalarin
kullanabilecegi azotlu madde olusumunda, papain bira yapiminda, amilolitik enzimler nisastanin

fermente edilerek amilopektin 1-6 baglarinin hidrolizi asamasinda kullanilmaktadir.

1.2.2.Hayvansal Kaynakh Enzimler
Hayvansal kaynakli enzimlerde izolasyon islemi daha ¢ok tavuk yumurtasi beyazi (yumurta
albiimini), domuz midesi, gevis getiren hayvanlarda karin bolgesi, pankreas gibi yapilardan
gerceklestirilmektedir (John, 1987).
Kullanimu ve iiretimi fazla enzimler, hayvanlarda daha ¢ok s1gir ve domuzun mide, pankreas
gibi organlarindan {iretilmektedir. Hayvansal kdkenli enzimlere ise pankreatik lipaz ve proteazlar,
pepsinler, pregastrik esterazlar ve rennetler 6rnek olarak verilebilir. Koken olarak hayvanlardan

edinilen enzimler i¢in 6rnek pankreatin ve tripsin olarak bilinmektedir. Pasta sektoriinde kullanilan



enzimlerin temel amaci, hamurda hacimsel artis1 saglamak, iirliniin uzun 6miirlii olmasini saglamak,
kirint1 igerigini yonlendirmektir. Hayvansal enzimler ayn1 zamanda, siit kesigi olusturularak peynir
iiretiminde ve siit kesilmesi ile olusan yapin sekillendirilmesinde kullanilarak siit {riinleri
sektoriinde onem tasimaktadir. Mikrobiyal rennet (mikrobiyal maya) peynir sektoriinde ¢ogunluk
peynir iireticileri tarafindan kullanilmaktadir. Mikrobiyal rennet yapmak i¢in, bir dogal kiiltiir ortam1
olusturulmalidir. Bu dogal kiiltiir ortamini olugturmak igin ise siit, peynir alt1 suyu, pankreatin laktos
veya kurutulmus mayakullanilmaktadir. Bu sekilde sigir ve domuz gibi hayvanlar kullanilarak lipaz
enzimleri elde edilmektedir. Hayvansal kaynakli enzimlerin iiretiminde, hayvanlarin yetistirilmesi
ve tasinmasinda riskli faktorlerin bulunmasi (6rnegin viral enfeksiyonlar) kisitlamalarin olugsmasina

neden olmaktadir (Godfrey ve West, 1996).

1.2.3. Mikrobiyal Kaynakh Enzimler

Mikrobiyal kaynaklar kullanilarak edinilen enzimler daha ¢ok bakteri, maya ve kiiflerden
elde edilmektedir. Ticari alanda mikrobiyal kaynakli enzimlerin tercih edilmesindeki temel faktorii
ise liretiminin ekonomik kosullarda olmasi, biyolojik agidan stabil 6zellik gdstermeleri, ekstrem
kosullara dayanikli olmasi, toksik oOzelliklerinin minimum olmasi, ireyebilme kolayligi,
iremelerinde sicaklik ve pH skalalarinin genis olmasi olugturmaktadir. Mikrobiyal kaynakli enzim
iiretimi bu 6zelliklerinden dolay1 bitkisel ve hayvansal kaynakli enzimlere gore tercih edilmelerine
neden olmaktadir (Wiseman, 1987). Yine mikrobiyal kaynakli enzimlerin bu ozellikleri dikkate
almarak giintimiizde de kullanim1 6nemli 6l¢iide artis gostermektedir (Demain ve Solomon, 1981).
Mikrobiyal kaynakli enzim iiretiminde ise daha ¢ok Bacillus subtilis, Aspergillus niger ve
Aspergillus oryzae gibi mikroorganizmalarin kullanimi tercih edilmektedir (Glazer ve Nikaido,
1995). Enzim iiretimi i¢in kullanilan mikroorganizmalarin zehirleyici etki gosterip gostermemesi,
hastalik yapici etkisinin olup olmamasi gibi 6zellikleri bakimindan da degerlendirilmektedir. Bu
Ozellikler haricinde enzim iiretimi faaliyetlerininde yliksek olmas1 gerekmektedir.

Olumsuz kosullara dayanikli olan ekstremofilik 6zellikte mikroorganizmalar, volkanlarin
yiiksek sicakliklarinda, kutuplardaki gibi ¢ok diisiik sicakliklarda, tuz orani yiiksek ortamlarda, ¢ok
diisiik ve ¢ok yiiksek pH’a sahip ortamlarda yasama adapte olmus canlilardir (Niehaus ve ark., 1999).

Farkli ekstrem kosullarda yasamaya dayaniklilik gdsterebilen mikroorganizmalar,
termofiller, halofiller, asidofiller, alkalifiller, psikrofiller olmak tizere 5 grupta simiflandirtlmistir
(Zeikus, 1979). Bu ekolojik kosullarda yasama oOzelligi gosterebilen termofilik, asidofilik ve
alkalifilik mikroorganizmalardan elde edilen enzimler ¢ok yiiksek sicaklik, yogun tuz
konsantrasyonu (%5-30), diisiik ve yliksek pH araliklarinda da (pH 0-3 veya pH 10-12) islevsel
ozellik gosterebildigi i¢in endiistride kullanim alanlarinda daha fazla tercih edilmektedir (Kindle,
1983).

Enzimlerin katildig1 reaksiyon tipine gore siniflandirilmasinda endiistride 6nemli yer tutan

grup hidrolaz enzimleridir. Hidrolizasyonda gorev alan hidrolazlar mikrobiyal kokenli



enzimlerdendir. Mikrobiyal kaynakli hidroliz enzimlerinin ¢ogu ekstraseliiler olup besiyeri ve hiicre
duvari dis ylizeyi ile baglantilidir (Madsen ve ark., 1973; John ve Sons., 1998).
Mikrobiyal enzim iiretiminde 6ncelikle dikkat edilmesi gereken hususlar asagida maddeler

halinde siralanmuistir:

e  Organizmanin giivenli olup olmamasi (toksik veya patojenik 6zellikleri)
e  Farkli bir organizmaya ihtiya¢ duyulup duyulmayacagi

e  Organizmanin saklama kosullan (kiiltlir ortami)

e  (alisilacak organizmanin ihtiya¢ duyacagi besinler

e  Besinlerin optimum veya ekonomik konsantrasyonlari

e Besinlerin sterilizasyonu

e  Organizmanin optimum biiyiime kosullari

e  Kullanilan hammaddeler veya iiriinlerin inhibe edici 6zellikte olup olmamasi

Bacillus Cinsi

Ekstrem ekolojik kosullara dayaniklilik 6zellik gosteren bakteri siniflandirilmasinda Bacillus
tiirii de yer almaktadir. Bacillus, gubuk ya da comak sekilli, gram pozitif 6zellikte, acrob, fakiiltatif
anaerob ve endospor olusturabilen bir bakteri cinsidir. Sporlari 1s1ya dayanikli 6zellikte olup, havada,
suda (deniz suyu veya tatli su), digkida ve daha gok toprakta bulunmaktadir. Bilimsel siniflandirmada

Bacillus Cizelge 1.4’te verildigi gibidir.

Cizelge 1.4. Bacillus Taksonomi Basamaklari

Ust alem: Bacteria
Sube: Firmicutes
Sinif: Bacilli
Takim: Bacillales
Familya: Bacillaceae
Cins: Bacillus

Bacillus cinsi mikroorganizmalar tabiatta genis alanda yer edinmektedirler. Sistematik yeri
belirlemek ig¢in yapilan arastirmalarda dogada olduk¢a yaygin olup, genetik olarak da yiliksek
cesitlilikgdstermektedirler (Yumoto ve ark., 2003).

Bacilluslar, gidalarda patojen ve toksik 6zellikteki mikroorganizmalarin biiylimesini 6nleyen
veya patojenik Ozellikleri oOldiirebilen bakteriosinler iiretebilmektedir. Bu nedenle giivenilir
mikroorganizmalardir. Patojenik bakteri ve funguslara karsi terapotik etki olusturmaktadir. Cogu

peptit kokenli olmak iizere antimikrobiyal bilesik iiretebilmektedir (peptitler, lipopeptitler, polienler,
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fosfolipitler gibi). Tarim ve endiistri alaninda kullanilan birgok maddenin sentezinde rol almasi
sebebiyle biiyiik 6nem tagimaktadir.

Bacillus larm trettigi antimikrobiyal 6zellikteki bilesikler ise giiniimiizde ¢cogunlukla gida
biyokoruyucusu olarak kullanilmaktadir. Cins olarak Bacillus ilk defa Cohn tarafindan 1872 yilinda
tanimlamistir (Slem, 2010). Bacillus cinsinin tip tiirii ise Bacillus subtilis dir. Bu cins daha ¢ok toprak
ve toprakla iliskili ekosistemlerden izole edilmektedir. Ayn1 zamanda bu habitatta yagam siiren canlh
gruplar1 yani bitki ve hayvanlardan da elde edilebilmektedir. Bacillus bakterilerin endiistri alaninda
kullanimi agisindan tercih edilmelerinin birden fazla nedeni bulunmaktadir. Oncelikle cinsin enzim
cesitliliginin olduk¢a zengin icerikte olmasi endiistride fazlasiyla tercih edilmesine neden
olmaktadir.

Ayrica termofilik, psikrofilik ve mezofilik tiirleri bulunduran Bacillus cinsi bakterilerde
aktivasyon genel olarak 35-37°C sicaklikta, pH:7 civarinda maksimum olarak gozlense de bazi tiirler
farkli ekstrem ekolojilerde de aktivasyon gosterebilmektedir.

Organik asit, alkol, seker, amonyum icerigi fazla olan ortamlarda da {ireyebilme yetenegine
sahiptirler. Cogunlukla kemoototrof 0zellik gostermeleri bakimindan besin ihtiyaglarini
kargilayabilmekte ve ortamdan besin istekleri minimum olmaktadir. Bu 0&zelliklerle beraber
Bacillus lar heterojen 6zellikte degildir ve kolayca kiiltiire alinabilmektedir.

Ierikleri bakimindan endiistriyel kullanim alanlarinda yiiksek sicaklik, farkli pH araliklari,
ortamin iyon konsantrasyonu gibi degiskenlere dayanikli olan mikroorganizmalar gliniimiizde
ekonomik tiretimi saglamasi agisindan daha ¢ok tercih edilmektedir. Sayilmis temel 6zelliklerde,
Bacillus cinsi bakterilerin endiistriyel calisma alanlarinda aranan mikroorganizma oldugunu
gostermektedir.

Kullanilan ekstrem termofillerden elde edilen enzimlerin olumsuz kosullara dayanikli olmasi
endustride ekstremofillere olan ilgiyi arttirmaktadir (Fukara, 2007).

Bacillus cinsine ait giincel tiir listesi Cizelge 1.5’de verilmistir.
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Cizelge 1.5. Bacillus Tiir Listesi

e Bacillus subtilis subsp. stercoris

o Bacillus subtilis subsp. subtilis

o B. vallismortis

e B. mojavensis

e B. atrophaeus

e B. amyloliquefaciens

e B. licheniformis

e B. pumilus

e B. firmus

e B. lentus

e B. sporothermodurans

e B. sonorensis

e B. psychrosaccharolyticus

e B. frigoritolerans

o B. muralis

e B. asahii

1.3. Endiistride Enzimlerin Kullamm Alanlari
Giiniimiizde enzimlerin hiicre dis1 aktivasyonlarindan yararlanilarak; gida, gida analizi, ilag,
boya, temizlik malzemeleri {iretimi ve kimya endiistrisinde, tip, veterinerlik, biyoloji, biyoteknoloji
calismalarinda, deri ve deri isleme sanayisi, tarimda yem sanayinde kullanimi biiyiik oranda artig
gostermektedir (Brzozowski, 1997). Aynm1 zamanda enzim faaliyetleri ile endiistride ¢aligsmalar
sirasinda olusan atik ve atik madde degerlendirilmesi gerceklestirilebilmektedir. Bu yontemler ile de
atiklarin neden olabilecegi ¢evresel kirliliginde 6nlenmesini saglamaktadir.
Genel olarak amilaz ve diger enzimlerin endiistride kullanim alanlarini islevleriyle siniflandiracak

olursak;

1.3.1. Alkol Endiistrisi

Arpanin ezilmesi sonucu agiga ¢ikan 6zellikle amilaz ve proteaz enzimleri bira yapiminda gegmis
yillardan bu yana kullanilmaktadir. Amilaz ve proteaz gibi termostabil enzimler nisasta ve protein
hidrolizinde kullanilmaktadir. Ayni zamanda farkli enzim faaliyetleri ile basit seker formlar1 da agiga
¢ikmaktadir. Hidroliz sonucu olugsmus sekerler ortamda fermantasyona ugrayarak alkol olusumu
gergeklestirilmektedir. Ham maddesi arpa olan bira iiretimi gergeklestirilirken de arpada bulunan
nisasta yogunlugunu azaltmak i¢in a-amilaz enzimi kullanilmaktadir. Hidroliz sonucu olusan {irtinii
mayalar etil alkol fermantasyonunu gerceklestirmek i¢in kullanmaktadir (Wiseman, 1987). Proteaz
enzimi ise ayni zamanda Uretilen alkoliin berraklastirilmasinda ve biranin muhafaza edildigi siire

icinde korunup bulanikligin 6nlenmesinde kullanilmaktadir.
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1.3.2. Ekmek Endiistrisi

Fungus kaynakli alfa amilaz enzimleri, ekmek yapimi sirasinda ekmek hamurunun
mayalanmasi ve hacminin artmasinda goérev almaktadir. Ayni1 zamanda ekmek hamuru i¢ yapisim
degistirerek kalite oraninda da artis gozlenmektedir. Pigsmis ekmekte amilaz enzimi bayatlamay1
onleyici etki gostermektedir. Ekmegin bayatlama siiresini uzatmak i¢in amilaz enziminin yani sira
glikozdan iiretimi gergeklestirilen fruktoz surubu da ekmek ve pasta yapiminda kullanilmaktadir.
(Simsek, 2006). Pentosanazlar ekmek tiretiminde rutubet arttirarak hamurun hazirlanma siiresini

kisaltir ve hazirlarken uygulanan kuvveti azaltmaktadir.

1.3.3. Meyve Sulari
Meyve suyu iiretiminde selillaz enzimi berraklastirma islemlerinde kullaniimaktadir. Ayn
zamanda amilaz enzimi faaliyeti sonucu agiga ¢ikan dekstrinlerden kivam arttirma ve koyulastirma

islemlerinde faydalanilmaktadir (Keskin, 1982).

1.3.4. Deri isleme ve Deri Endiistrisi

Bakteriyel proteazlar, deride doku digindaki proteinlerin temizlenmesinde kullanilmaktadir.
Ayni zamanda deriden killarin ayrilmasi ve derinin yumusatilmasi islemlerinde de proteazlardan
faydalanilmaktadir (Lindner ve Neuber, 1990;Karaboz ve ark., 2003). Amilaz enzimi ise dericilikte

renklendirme islemlerinde kullanilmaktadir.

1.3.5. Et Yumusatma Endiistrisi
Etin pisirimi sirasinda yumusamasi ve lezzetlenmesi igin papain enzimi kullanilmaktadir

(Ozalpar,2019).

1.3.6. Kagit Endiistrisi

Kagida sekil verilmesi ve kaplanmasi sirasinda amilaz enzimi kullanilmaktadir. Ksilenaz
enzimi kagit hamurunu beyazlatmak amaciyla kullanmilmaktadir. Selillaz enzimi ise kagittan
miirekkebin silinmesine yardime1 olmaktadir. Kagittaki sertligi ve kaliteyi arttirmak i¢in enzimlerden

faydalanilmaktadir (Bruinenberg ve ark.,1996; Gupta ve ark., 2003).

1.3.7. Kaucuk Endiistrisi
Zehirli 6zellik gdsteren hidrojen peroksitin pargalanarak su ve oksijene doniisiimiiniin
gergeklestirilmesi ve bu islemler ile siinger ve kauguk imalati katalaz enzimi ile

gergeklestirilmektedir (Sahin,2023)
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1.3.8. Fotograf Endiistrisi
Fotograf filmlerinin i¢indeki giimiisii elde etmek jelatin ¢6zme islemlerinde protez enzimi

kullanilmaktadir (Yiiksel, 2009).

1.3.9. Eczacilik
Sindirimi kolaylastiran ilaglarin temel maddesi proteinin pargalanmasi isleminde proteaz,
nisastay1 pargalamak i¢in seliilaz, yaglar1 parcalamak i¢in ise lipaz enzimi kullanilmaktadir (Kilig,

2012).

1.3.10. Nisasta Endiistrisi

Amilaz enzimi nisasta hidrolizinde ilk asamada dekstrin zincirlerinin elde edilmesinde
kullanilmaktadir. Glikoamilaz ve izomeraz enzimleri ise son asamada nisastadan glikoz ve fruktoz
surubu elde etmek i¢in kullanilmaktadir. Karbonhidraz enzimi ise ucuz nisasta surubunu pahali olan
seker surubuna doniistiirmektedir. Ilk nisasta hidrolizi ve alt {iriinlerin olusturulmas1 1811 yilinda
gerceklestirilmistir ve bu tarihte uygulanan ydntem nisastaya asitle yapilan islemle
gergeklestirilmistir. Ayn1 yontem kullanilarak 1831 yilinda Amerika’da yaklasik 115 litre surup
iretimi gerceklestirilmistir (BeMiller ve Whistler, 2009).

1.3.11. Deterjan Endiistrisi

Termostabil enzimler ortam kosullarinda olumsuzluk yani sicaklik pH (alkali) gibi degiskenler
karsisinda denatiirasyonlara karst direng gostermektedir. Bu durum deterjan endiistrisinde
kullanimlarimi yayginlastirmistir. Camasir makinesi deterjani liretiminde amilaz enzimi sivilagtirict
olarak islev gostermektedir. Deterjanlar pH bakimindan yiiksek alkali ve okside ortam kosullarinda
uygulama alaninda olduklarindan enzimlerin surfaktanlara karsi direngli olmasi gerekmektedir.

Metal iyon ajanlar ve proteazlar deterjan igerigine eklenmektedir (Nielsen ve Borchert, 2000).

1.3.12. Yem Endiistrisi

Yem endistrisinde termostabil amilaz, ksilanaz, p-glukanaz gibi enzimlerden
faydalanilmaktadir. Kullanim amaclar1 yiiksek sicaklikta faaliyet gdsterebilmeleri ve hayvanlarin
sindirim kanali enzimlerini destekleyerek substrata etkisini kolaylastirmaktir. Yem igeriginde a-
amilaz enziminin kullanilmas1 agirlik artisi, 6zellikle but ve gogiiste deri ve yag oran kalitesini

arttirmak i¢in uygun olmaktadir (Canogullari, 1999).

1.3.13. Tekstil Endiistrisi
Tekstil iiretim islemlerinde hem ¢evresel etkileri, hem {iriin kalitesine olan etkisi nedeniyle
enzimlerden yaygin olarak faydalanilmaktadir. Tekstil sektoriinde ¢ogunlukla oksidorediiktaz grubu

enzimleri ve amilaz, seliilaz, proteaz, lipaz, pektinaz gibi hidrolaz grubu enzimleri kullanilmaktadir.
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Tekstil sektoriinde kullanilan enzimler daha ¢ok dokuma sirasinda pamuk birlestirilmesi sirasinda
jelatin ile kaplama islemlerinde kullanilmaktadir. Ayni zamanda liflerin islenmesi ve terbiyesi,
renklendirme asamalarinda da enzimlerden faydalanilmaktadir. Tekstil sektoriinde kullanilan a-
amilaz enzimleri su kaybini 6nleyici ve yiizey gerilimi diisiiriicii 6zellikte olan surfaktanlarla karigik
bulunabildigi gibi saf olarak da bulunabilmektedir. Dokunmus kumasta nisasta fazlaligim

uzaklastirma iglemleri sirasinda da a-amilaz enzimi kullanilmaktadir (Tarak¢ioglu, 1979).

1.3.14. Tarim Endiistrisi

Tarimda 6zellikle verimi arttirmak amacryla tiriinlerin biiyiik, gosterisli, kaliteli ve bol {iretimi
icin mutlak elementlerin yan1 sira enzimlerden faydalanilmaktadir. Biyoteknolojik caligmalarda da
1slah yontemleri sonucunda firiinde kalite ve verimin arttiritlmasi hedeflenmektedir. Yine kalitesiz
bitkisel yaglardan daha kaliteli yaglarin elde edilmesi islemlerinde seliilozlu atiklar karbon kaynagi

olarak kullanilmaktadir (Harlander,1992; Preist 1992).

1.4. Nisasta Hidroliz Enzimleri
1.4.1. Amilaz Enzimi ve Ozellikleri

Amilaz enziminin tarihgesi nisastay1 hidroliz edebilme &zelligi gdsteren enzimi 1811 de
Kirchof’un kesfiyle baslamaktadir. Sonraki yillarda ise Ohlsson malttaki nisasta sindirebilen
enzimlerin enzimatik reaksiyonlari sonucu olusan iriinlere gére amilaz enziminio-amilaz ve [-
amilaz seklinde siniflandirmayi teklif etmistir (Gupta ve ark., 2003). Ticari olarak kullanima sunulan
a-Amilaz enzimi ilk Japonya’da tiretilmigtir. Bu iiretim 1939 yilinda gerceklestirilmis olup, liretimde
Bacillus subtilis suslar1 kullanilmigtir (Syu ve Chen, 1997).

Amilaz enzimleri nisastay1 par¢alama islevlerine gore farkl sekilde siniflandirilmaktadir. Bu
siiflandirma o-amilazlar, f-amilazlar, amiloglikozidazlar, pullulanazlar, a-glukozidazlar ve CGT
azlar olarak yapilmaktadir.

Glikoz birimlerinin baglanarak olusturdugu nisasta polimerindeki glikoz birimleri arasindaki
glikozit baglarina etki eden ve bu sekilde nisasta molekiiliinde katabolik etki gdsteren enzim

cesitlerini baslica dort grupta toplayabilir ve inceleyebiliriz:

1. Endoamilazlar (a-amilaz),
2. Ekzoamilazlar (B-amilaz, glukoamilaz),
3. Dallanma kiric1 enzimler (izoamilaz, pullulanaz),

4. Transferazlar (amilomaltaz, siklodekstrin glikoziltransferaz)
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Endoamilazlar
Nisasta polimeri i¢indeki a-1,4 baglari kirarak nisasta yikimini katalize etmektedirler ve
reaksiyon sonucunda a-anomerik iirlinler olugsmaktadir (Sekil 1.2.). Alfa-amilazlar endoamilazlari

temsil eden en 6nemli enzimlerin baginda gelmektedir (Pandey ve ark., 2000).

Ekzoamilazlar
Nisasta polimerindeki a-1,4 veya a-1,6 baglarini indirgeyici 6zellik gostermeyen ugtan (dis
kisimdaki rediikte olan ug) katabolik tepkimeyi gerceklestirmektedir. Katabolik tepkime ile birlikte

a- veya fB-anomerik tiriinler olusturmaktadir (Sekil 1.4.).

Dallanma kirict enzimler
Nisasta polimerinde bulunan baglardan yalnizca o-1,6 baglar {izerinde katabolik etki

gostererek yikim sonucunda uzun zincirli lineer molekiiller olusturur.

Transferazlar

Karsilikli olarak glikoz monomerlerinden olusan polimerlerin, birinin arasindaki glikozit
baglarindan a-1,4 baglarim1 ayirarak, diger molekiilde yeni bir glikozit bagi olusturmak igin yer
degisimini gerceklestirmektedir (Yamagata ve Udaka, 1994; Bertoldo ve Antranikian, 2002; Haki ve
Rakshit, 2003).

o diraevici AMILOZ ndisgeyact
olmayan ug (dUz ancar vap) 1§

> /\L \_> J'i /

Sekil 1.4. Amilozun kimyasal yapisi (Asi, 1996)

a-Amilazlarin aktivasyonunda optimum c¢alismast pH 2.0-12.0 araliginda degiskenlik
gosterebilir (Odibo ve UlbrichHofmann, 2001; Kusuda ve ark., 2003; Moreira ve ark., 2004;
Wanderley ve ark., 2004). Fakat a-Amilaz enzimleri genel ¢aligmasinda ortalama pH 4.0-11.0
arasinda stabil aktivasyon gosterebilmektedir. Bu agidan degerlendirildiginde ise amilaz enzimleri
optimum caligmasini daha ¢ok nétr ortamlarda gdsteren enzim grubudur. Genellikle de pH 5.0-7.5
araliginda optimum bir ¢alisma gostermektedir. Endiistriyel alanda deterjan iiretiminde kullanilan
amilazlar daha ¢ok pH 8.0-11.0araliginda optimum ¢alisabilmektedir. Amilaz enzimlerinin yan1 sira
deterjan iretiminde; proteazlar, lipazlar, oksidazlar, peroksidazlar ve selillaz enzimleri de

kulanilmaktadir (Pandey ve ark., 2000; Reddy, 2003). Deterjan iiretiminde gorev alan amilaz
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enzimleri alkalifik Bacillus tiirlerinden elde edilebilmektedir. Endiistride kullanim olarak amilaz
enzimlerinin deterjan liretiminin yani sira ayni zamanda bira yapim ve damitma yontemi ile icki
iretiminde, cikolata liretiminde, tahil iiriinleri isleme gibi alanlarda kullanim alanlarinin oldukca
yaygin oldugu gorilmektedir (Loffler, 1986). Endiistriyel kapsamda kullanim alani oldukga fazla yer
kaplayan amilaz enzimleri genel anlamda bir¢ok alanda etkili sekilde kullanilmaktadir. Glikoz,
fruktoz {iiretimi, nisasta sivilastirilmasi, ekmek iiretimi, alkol iiretimi, tekstil alaninda nisasta
kirliligini ortadan kaldirma islemleri de bu kullanim alanlarina 6rnek olarak verilebilmektedir

(Igarashi ve ark., 1998; Uhlig, 1998).

1.4.2. a-Amilazlar

o-Amilazlar endoamilaz grbunda simiflandirilan ve nisasta, glikojen gibi karbonhidrat
polimerlerinde bulunan a-1,4 glikozit baglarinin yikimin1 gerceklestiren enzimlerdir. a-Amilaz
enzimleri, glikoz monomerlerinin uzun zincirleri ile olusan amiloz molekiiliiniin igindeki glikoz
monomerleri arasindaki 1,4-a-D-glikozidik baglarini hidroliz edebilen ekstraseliiler calisma gosteren
enzimlerdendir (Aquino ve ark., 2003; Moreira ve ark., 2004).

a-Amilaz enzimleri kararlilik, biitiinliik aktivasyonu ig¢in kalsiyum iyonlarma ihtiyag
duymaktadir. Kalsiyum iyon igerikleri nedeniyle metal igerikli enzimler olarak da
adlandirilmaktadir. a-Amilazlarin  endiistriyel alanda genis alanda kullanimina ihtiyag
duyulmaktadir. Bu nedenle diinyada o-amilazlarin {iretimi diger enzimlere oranla %30’u
bulmaktadir. Genel olarak bakildiginda a-amilazlar hayvan, bitki, fungus, maya gibi canlilardan elde
edilebilir olsa da, daha ¢ok fungus, maya ve bakteriler tercih edilmektedir. Bu canlilardan bakteri ve
fungus iiyelerinden elde edilen amilaz enzimlerinin asidik veya alkali ortamlarda optimum pH’lar
degiskenlik gosterebilmektedir. Bu &zellikleri de dikkate alinarak endiistride kullanim agisindan
daha c¢ok bakteriyel enzimler yayginlik gostermektedir. Endiistriyel alanda yaygin kullanim alanina
sahip olan baglica tiirler;

Bacillus sp. ve Aspergillus sp. tirleridir. B. licheniformis ve B. amyloliquefaciens olarak
adlandirilan tiirler Bacillus sp. tiirlerine 6rnek verilebilir (Gupta ve ark., 2003). a-Amilaz
enzimleri,suda ¢oziiniirliigii arttiracak ve viskoziteyi azaltacak yonde islemden gegirilmis, 6zellikleri
istenen yonde degisitirilmis olan nisasta kullanilarak analiz edilmektedir. a-Amilaz aktivitesi (Sekil
1.5) ise nisasta molekiilii ile ¢esitli metotlar kullanilarak tayin edilebilmektedir. Nisasta karigimina
ait akiciligin degiskenliginin incelenmesi, nisasta karisimina ait renk degisiminin kontrolii, indirgen
oOzellikte olan rediikte sekerlerin ortamdaki artisi, nisasta iyot renk yogunlugundaki degiskenlik gibi
faktorleri amilaz aktivitesi tayin yontemleri arasinda sayilabilmektedir (Bernfeld, 1955; Gupta ve

ark., 2003).
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Sekil 1.5. Alfa Amilaz Enzimi aktivitesi (Brad Smith,2021)

p-Amilazlar

B-Amilaz enzimi genellikle bitkilerden koken alan bir enzim gesididir ve maltohidrolaz
olarakta adlandirilmaktadir. Bitki orjinli olsa da mikroorganizmalardan da elde edilebilmektedir.
Amiloz, amilopektin ve glikojen gibi molekiillerin indirgen 6zellik gostermeyen uglarma etki
gosterirler ve aktivasyonunu bu molekiillerin rediikte olmayan ucundan baglatip hidrolizlerini
gergeklestiren ekzoamilaz enzimdir. f-Amilazlar nisasta molekiiliiniin dig tarafinda bulunan 1,4
baglarina etki gostermektedir. Bu dis etkiden dolay1r ekzoamilaz olarak adlandirilmaktadir. B-
Amilazlar, nigasta molekiiline etki ederek, icerigindeki glikoz birimlerini birlestiren glikozit
baglarmin yikimimi gergeklestirmektedir. Bu yikim sonucunda B anomerik formu olan maltoz
molekiilii olusturmaktadir. B-Amilaz dallanma 6zelligi gosteren ve a-1,6-glikozidik baglarindan
olusan amilopektin polimerine tamamen etki edemez. Boylece sinir dekstrinler olugturmaktadir. Bu
nedenle hidroliz sonucunda %50-60 oraninda maltoz olusumu ile dekstrin olusumu goriilmektedir.
B-Amilaz1 sentezleyen mikroorganizmalar arasinda Clostridium sp. (anaerobik), Pseudomonas sp.
(aerobik) ve Bacillus sp. tiirlerine ait suslar, Streptomyces sp. gibi filament olusturan ve spor
olusturabilen suslar ile Rhizopus sp. gibi fungal suslar 6rnek olarak gosterilebilmektedir (Ha ve ark.,

2001; Gupta ve ark., 2003).

Pullulanazlar

Pullulanazlar bulunduklar1 ortamda glikoz ve maltoz verimini arttirmaktadir. Bu artis etki
ettikleri molekiilin a-1,6 baglarina hidrolitik etki gostermelerinden kaynaklanmaktadir. Molekiile
Ozgii aktivite gostermeleri sinir dekstrinaz olarak adlandirilmalarina neden olmaktadir (Ulutiirk ve

ark., 2011).
Amiloglikozidazlar (Glikoamilazlar)

Nisasta zincirinin dis kismina etki gdsteren, glikozlar1 ayirarak etki gosteren ekzoenzimdir.

Uriin olarak sadece glikoz elde edilmektedir. Olusan iiriiniin tek olmas1 amiloglikozidazlarin a- ve
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B- amilazdan ayiran temel 6zelliktir. o -1,4 ve a-1,6 baglarina etki gostermektedir (Coral ve ark.,

2000).

a-Glukozidazlar, CGTazlar (Siklodekstrin glukanotransferaz)

Kisa zincirli oligosakkaritlere etki gosterebilen enzimlerdir. Ayn1 zamanda oligosakkaritlerin
a-1,4 baglarini hidroliz etmekte ve glikoz monomerlerinin olusumunu saglamaktadir (Aiyer, 2005).
Nisastay1, siklodekstrin olarak adlandirilan, 6,7 veya 8 glikoz birimlerinden olusan siklik D-glikozil
birimlerini olusturan enzimlerdir. Bacillus macerans bakterisine ait amilazlar CGTazlara 6rnek

verilebilir (Aiyer, 2005).

1.4.3. Sicakhiga Direncli a-Amilazlar ve Termofil Mikroorganizmalar

Ekstrem kosullarda yasam siirebilen mikroorganizmalar ile yapilan c¢aligmalar son
zamanlarda biiylik oranda artis gostermektedir. Ekstremofil mikroorganizmalardan ise en ¢ok tercih
edileni ise termofil mikroorganizmalar olarak goriilmektedir. Termofilik mikroorganizmalarin sahip
olduklar1 biyokatalitik o6zellikleri ve enzimlerin aktivasyonu ile ilgili fazla sayida g¢aligmalar
gercgeklestirilmistir (Gomes ve Steiner, 2004).

Calismalarda termofil mikroorganizmalarin tercih edilmesindeki 6nemli faktorler arasinda;
mezofil mikroorganizmalara gore iireme hizlarmin daha yiiksek olmasi, biyostabil 6zelliklerinden
dolay1 son iiriin gézlenmesindeki kolaylik, sicakliginda etkisiyle daha hizli reaksiyon katalizleme,
nisasta, selilloz gibi polisakkaritleri dogrudan fermente edebilme 6zellikleri sayilabilmektedir.

Stabilite kavrami ekstrem kosullar altinda belirlenen bir 6zelligin korunmasi olarak
tanimlanmaktadir (Jaenicke ve Bohm, 1998; Jaenicke, 2000). Genel anlamda stabilite dayaniklilik,
saglamlik ve kararliliktir. Termostabilite kavraminda da geneli enzim aktivasyon kaynakli olan
modifikasyonlarim  olusumu ve bu modifikasyonlarin kazandirdigi  ozellikler olarak
adlandirilabilmektedir (Scandurra ve ark. 1998). Kosullarin ekstrem olarak belirlendigi ortamlarda
gerceklestirilen adaptasyondaki asil mekanizmanin, molekiillerdeki fonksiyonel igerigin korunup,
esneklik ve stabilite arasinda uyum gerceklestirilmesiyle olustugu gozlenmektedir (Tsou, 1998).

Termofilik mikroorganizmalarin yasam yerleri daha ¢ok volkanik yanardaglar, kaplica gibi
jeotermal kaynaklar, deniz dibi gibi sicak su kaynagi olusumu goriilen bolgeler olarak goriilmektedir.
Optimum aktivasyonu 50-60°C’de olanlar 1limli termofil olarak adlandirilirken, 60-80°C’de
optimum aktivasyon gosterebilenler ekstrem termofiller olarak adlandirilmaktadir. 80-110°C’de
optimum aktivasyon gosterebilenler ise hipertermofiller olarak adlandirilmaktadir. Bacillus,
Clostridium, Thermoanaerobacter, Thermus, Fervidobacterium, Thermotoga ve Aquifex cinsleri
ekstrem termofillere ornek olusturabilirken, Aquifex ve Thermotoga cinsi bakteriler ile arkea
bakterilerden;  Desulfurococcus, Sulfolobus, Pyrodictium, Pyrobaculum, Thermoproteus,
Methanopyrus, Pyrococcus, Thermococcus, Methanococcus ve Archaeoglobus hipertermofillere

ornek olarak verilebilmektedir (Brock, 1978).

19



Termofil mikroorganizmalarda termostabil mekanizmalar1 6zellikle tasidiklar1 &zel
enzimlerden (siiper DNA sarmallar1 olusmasina neden olan ters giraz (reverse gyrase) enzimleri)
kaynaklanmaktadir. Ayrica enzimatik mekanizmalar1 sayesinde yiiksek sicaklik haricinde proteazlar
ve diger organik ¢oziicililerin denatiirasyon etklerine kars1 daha dayanikli olmaktadirlar (Lopez, 1999;
Kumar ve Nussinov, 2001).

Hiicre icindeki aktivasyonunu yani sira canli disinda da faaliyet gostermeleri enzimlere
endiistride daha ¢ok ihtiya¢c oldugunu gostermektedir. Nisasta hidrolizinde kullanilan enzimlerin
sicakliga direngli yani termostabil 6zellikte olmasi pek ¢ok biyoteknolojik caligmalarda tercih
edilmektedir. Ornegin termostabil olarak tanimlanan nisasta hidrolizinden sorumlu olan amilaz,
glikoamilaz, pullulanaz gibi enzimler gida, kimya ve farmakoloji alaninda cesitli amaglar icin
kullanilmaktadir. Termostabil enzimler biyoteknolojik acidan da biiyiik islevlere sahiptir. Ciinkii
yiiksek sicakliktaki biyoteknolojik islemlerde ¢aligma sirasinda avantaj saglamaktadir. Ornek olarak
diisiik ¢Oziiniirlige sahip bilesiklerde ¢oziinmeyi arttirmak igin sicaklifin arttirilmasi enzimin
denatiire olmadan reaksiyon hizini arttirarak c¢aligmasini devam ettirmektedir. Yiiksek sicaklik
tepkimeyi daha da hizlandirdig1 gibi ortamdan kaynakli kontaminasyon riskini de minimal diizeye
indirgemektedir. Termofil 6zellik gdsteren enzimlerin, faaliyet mekanizmalari mezofil 6zellikteki
enzimlere benzerlik gostermektedir (Adams, 1993;Danson ve Hough, 1998).

Termostabil amilaz enzimlerini elde etme kaynagi olarak, termofilik ve mezofilik bakteriler
ve funguslar gibi mikroorganizmalar gosterilmektedir. Termostabil enzimlerden nisasta
polisakkaritini parcalayabilen ve zincirlerine kadar ayristirabilen amilaz enzimi gibi glikoamilaz ve
pullulanaz olarak adlandirilan enzimlerde endiistriyel alanda kimya, gida ve farmakolojide {iriin elde
etmek iizere kullanilmaktadir. Enzim {iretimini arttirmak amaciyla biyoteknolojik uygulamalar
gercgeklestirilerek mikroorganizmalar arasinda gen transferleri gergeklestirilmektedir. Bu sayede
mezofil mikroorganizmalarda amilolitik enzimleri kodlayan genlerin faaliyeti ile termostabil
ozellikteki enzimlerin iiretiminde artig gerceklestirilmistir. Bu caligsmalar sonucunda ise endiistride
caligsma alaninda kullanilacak termostabil enzimlerin miktar1 arttirtlmig olup ayn1 zamanda istenen
iiriinde de verim elde edilmektedir. Ilik sicakliklar1 seven mikroorganizmalarda {iretilen termostabil
enzimler konak hiicre proteolizisine kars1 dayanikli olmasina ragmen denatiirasyon ile konak hiicre

enzimlerinden kolaylikla ayrilabilir 6zellik gostermektedir.

1.5. Calismanin Amaci ve Kapsami

Bu calismanin amaci, oOncelikle Cukurova Universitesi kampiis alami icinde farkli
lokasyonlardan almantoprak Orneklerindeki Bacillus sp.’lerin ilk asamada izolasyonunun
gergeklestirilmesi, sonrasinda sicakliga direng calismasi yapilarak o-amilaz lreten suslarin
belirlenmesi ve sicakliga kars1 direng gosteren o-amilaz enzimlerinin optimum aktive gosterebildigi
pH, enzim substrat aktivasyonu, sicaklik, enzim iyon aktivasyonu gibi o6zellikleri yoniinden

karakterizasyonunun yapilmasidir.
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Bu tez ¢aligmasinin kapsami ise asagida maddeler halinde verilmistir:

1- Bakterilerin izolasyonu igin toprak drneklerinin toplanmasi,

2- Toprak drneklerinin 80°C sicaklikta pastdrize edilerek vejetatif hiicrelerin dldiiriilmesi,

3-Aerobik ortamda Bacillus suglarinin ¢imlendirilerek vejetatif forma doniistiiriilmesi

4- zolatlarin nisasta iceren agar besiyerlerinde a-amilaz aktivite durumlarimin belirlenmesi,

5- a-Amilaz iireten izolatlarin antibiyogram analizleri,

6- o-Amilaz enzimlerinin optimum sicaklik, optimum pH, sicaklik derenci, zamana gore
enzim aktivitesi, baz1 metal iyonlarinin enzim aktiviteleri ilizerine etkisi gibi bazi 6zelliklerinin
belirlenmesi,

7- zolatlara ait hiicredis1 proteinlerin SDS-PAGE analizi,

8- Tezin yazilmasi ve sunumu.
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2. ONCEKIi CALISMALAR

Silaban ve ark. (2018), yaptiklar1 ¢alismada amilaz enzimleri liretme potansiyeline sahip piring
topragi orneklerinden amilolitik bakterilerin izolasyonunu gergeklestirmislerdir. Arastirmacilar
BernField (1955) yontemi ile amilaz aktivitesini belirlemislerdir. Makroskobik ve mikroskobik
olarak karakterize ettikleri 14 adet izolatin amilaz enzimlerini iiretme potansiyeline sahip olduklarim
bildirmislerdir.

Alariya ve ark. (2013), yaptiklar1 calismalarinda, cesitli toprak ve atik maddelerden
bakterilerin izolasyonunu gerceklestirmislerdir. Arastirmacilar izolatlarin optimum gelisme
sticakligmi 35-40°C, pH degerini ise 7.0 oldugunu, maksimum iiremeninise %1 dekstroz
konsantrasyonunda gerceklestigini bildirmislerdir. Son olarak arastirmacilar izolatlar i¢in diger
optimum parametreler arasinda nitrojen kaynagi olarak maya ekstrakti, kloriir olarak kalsiyum kloriir
ve amilaz iiretimi i¢in siilfat kaynag1 olarak manganez siilfat bulundugunu belirtmislerdir.

Panneerselvam ve Elavarasi (2015), bahce topragindan izole ettikleri Bacillus subtilis
susunun, yapisal olarak polisakkaritleri hidrolize etme yetenekleri agisindan test etmislerdir.
Arastirmacilar izolatin en iyi 37°C’de ve %2 nisasta konsantrasyonunda, ndtre yakin pH
kosullarindaen iyi gelisimi gosterdigini bildirmislerdir.

Rehman ve Saeed (2015), Karagi, Pakistan'in farkli bodlgelerinden topladiklar1 toprak
orneklerinden 89 farkli bakterinin izolasyonunu gergeklestirmiglerdir. Arastirmacilar morfolojik ve
biyokimyasal tanimlama ile 39 izolatin Bacillus cinsine ait oldugunu belirlemislerdir. Bu izolatlardan
amilaz iiretenlerden 5 tanesini ileri aragtirmalar icin belirlemisler, bu 5 izolat arasindan da as-2'nin
3179.62 1u/ml min degeri ile en yliksek enzim iireten izolat oldugunu bildirmislerdir.

Singh veKumari (2016), yaptiklar1 ¢aligmalarinda muz, patates, seker kamisi tarlalarindan
topladiklart toprak numunelerinden amilaz aktivitesine sahip bakterilerin izolasyonunu
gerceklestirmislerdir. Arastirmacilar 35-45°C arasindaki farkli sicakliklarda gosterilen amilaz
aktivitesinin 0,992 U/ml’den 0,545 U/ml’ye kademeli olarak azaldigini,-maksimum amilaz
aktivitesinin pH 7.0’de gozlemledikleri amilaz aktivitesinin pH 5.0’da 0,910 U/ml, pH 10.0°da ise
0,089 U/ml oldugunu bildirmislerdir.

Padhiar ve Kommu (2016), calismada amilaz {ireten suslari izole etmek icin farkli
kaynaklardan toprak 6rnekleri toplamislardir. Tiim izolatlar1 nisasta agar plak yontemi ile amilolitik
aktivitelerine gore taramslardir. Amilolitik aktivite gosteren toplam 20 bakteri susunu izole
etmiglerdir. Sicaklik, pH, farkli karbon ve nitrojen kaynaklari, metal tuzlar1 ve smf kullanarak
ortamin farkli substrat konsantrasyonlari etkilerini optimize etmislerdir. Maksimum enzim iiretimini
sicaklik 40°Cde ve pH 7.0’de 72 saat inkiibasyondan sonra oldugunu, en iyi amilaz iiretiminin ¢esitli
karbon ve azot kaynaklar1 arasinda %1 glikoz ve %1 triptonvarliginda, substrat olarak ise %5 nisasta

igeren ortamda gergeklestigini bildirmislerdir,
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Islam (2016), 17 tanesi amilaz {ireten toplam 48 adet bakteriyi topraktan izole etmistir.
Aragtirmaci amilaz zon ¢aplarini géz onilinde bulundurarak yiiksek amilaz aktivitesine sahip 2 adet
izolat1 ileri ¢aligmalar i¢in belirlemistir. Aragtirmact gram boyama ve spor boyamasi ile izolatlarin
gram pozitif, ¢ubuk seklinde, tek bagina ve zincirler halinde diizenlendigini ve endosporlar
olusturdugunu, 16S rRNA sekans analizi ile 14 izolatin Bacillus cinsine ait oldugunu, filogenetik agac
ile de Bacillus cereus tiiriine ait olduklarini bildirmistir. Son olarak arastirmaci enzim igin optimum
sicaklik ve pH kosullarinin sirasiyla 75°C ve 7.0 oldugunu bildirmistir.

Behailu ve Abebe (2018), calismada atik olarak meyve kabugu iceren toprak drneklerinden
toplamda 89 mantar izolatim elde etmislerdir. izolatlarin amilaz iiretim potansiyellerini nisasta agar
ortaminda belirlemisler, en yiiksek amilaz iiretimi gerceklestiren izolatin da Aspergillus niger
oldugunu bildirmislerdir. Arastirmacilar ayrica amilaz iiretiminin en iyi pH 6.0’da ve 45°C sicaklik
kosullarinda gerceklestigini, maksimum amilaz iiretiminin ise inkiibasyon periyodunun 3. giiniinde
oldugunu, bunu da sirayla 4., 5. ve 6. giinlerin takip ettigini bildirmislerdir.

Mankar ve Barate (2018), yaptiklar1 ¢aligmada mutfak atiklar1 ve tarimsal atiklarin bulundugu
toprak orneklerinden 29 tanesi amilaz aktivitesine sahip toplam 65 izolat1 izole ettiklerini, amilaz
iireten bu 29 izolatdan 10 tanesinin belirgin aktivite gosterdigini, yliksek aktivasyonlu izolatlarin
¢ogunun Bacillus cinsine ait oldugunu, bu cinsin haricinde izolatlarin arasinda Pseudomanas spp.,
Serraita marcesens ve Staphylococcus aureus tiirlerinin de oldugunu bildirmislerdir.

Luang-In ve ark. (2019), yaptiklari c¢alismalarinda Tayland’in Mahasarakham Eyaleti,
Kantarawichai Bolgesinde bulunan Nasinuan Ormani’ndanamilaz enzimi {ireten bakterileri izole ve
karakterize etmislerdir. Arastirmacilar amilaz iretici 13 izolatin 16S r RNA sekans analizini
yapmiglar, bu analiz sonucuna gore 12 izolatin gram pozitif Bacillus spp. digerinin ise Gram negatif,
cubuk sekilli Enterobacter cloacae oldugunu bildirmiglerdir. Sonug olarak 2. giinde en yiiksek
spesifik aktiviteyi gosteren Bacillus cereus sp. susunu 3,5 AL1>1,4 AL3 olarak belirlemislerdir.
Dolayisiyla 2 giinliik enzim indiiksiyonunu ileri analiz i¢in se¢mislerdir. Bacillus sp. susunun 3,5
AL2’ nin 0,05 M’de %1 nisasta ile PBS tampon ¢6zeltisinde 30 dakika inkiibasyon sonrasinda 60°C
ve PH 7,0 deki optimum kosullarda en yiiksek spesifik amilaz aktivitesi ger¢eklestigini
gozlemlemislerdir.

Yigit ve Koca (2011), caligmalarinda hayvanlarda biiylime hiz1 ve verim giicliniin aldiklar
yem ile dogru orantili oldugunu goézlemlemislerdir. Yem igerigindeki amilazin, 6zellikle geng
hayvanlarda nisasta hidrolizini kolaylagtirdigin1 ve bu etkin par¢alanmadan hayvanlarm besin
iceriginden faydalama yoniinden olumlu etkilendigini belirtmislerdir. Bu nedenle son yillarda, yem
katki maddelerinden olan enzimlerin, yemden yararlanmayi arttirmak i¢in hayvansal iiretimde
kullaniminin giderek yayginlastigini belirtmislerdir.

Kutlu ve Ozen (2009), yiiksek verimli hayvanlarin ¢ok sayida besin maddesine ihtiyag
duyduklarin1 ve bu gereksinimin bir iki yemle karsilanamayacagimi belirtmislerdir. Hayvanlara

verilen yem agisindan oran ve dengenin mutlaka dikkate alinmasi gerektigini 6ne stirmiislerdir. Et,
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stit, yumurta artisindaki faktorlerin ise sadece genetiksel 6zellik olmadigini ayn1 zamanda hayvan
beslenmesinde oOzellikle yem ve yem teknolojisindeki artan c¢alismalardan kaynaklandigin
belirtmislerdir. Yemdeki amilaz etkinligi sonucu olusan iiriinlerin, hastalik yapici patojen
bakterilerin hiicre duvarina tutunarak bagirsak i¢ yiizeyine tutunmasma engel oldugunu
belirtmislerdir.

Tatar (2007), yaptigi ¢alismasinda haloalkalofilik ve termofilik Bacillus sp. suslarindan
termostabil amilaz enzimi izolasyonu ve karakterizasyonunu gerceklestirmistir. Arastirmaci,
bakterilerin, 20-60°C araliklarinda iireme gosterdigini, enzim sentezinin ise 20-55°Caraliklarinda
gerceklestigini bildirmistir. Ayrica, arastirmact bakterilerin 7,0-12,5 pH araliginda iireme ve enzim
sentezi gerceklestirebildigini, optimum iireme ve sentezin ise 8,5 pH ve 55°C sicaklik kosullarinda
gerceklestigini belirtmistir. Son olarak, arastirmaci enzimin deterjanlara direngli, halofil, ekstrem
alkalofili pH stabil, ultratermofil, indiiklenebilir termostabil 6zellik gosterdigini, bu o6zellikleri
ileenziminnisasta sivilagtirllmasinda ve tekstil endiistrisinde kullanim alani bulabilecegini de
bildirmistir.

Baltas (2012), calismasinda termofilik Anoxybacillus gonensis bakterisinin Z4 susundan
ekstraseliiler amilaz enzimini jel filtrasyon kromatogrofisi kullanarak saflastirmis ve karakterize
etmistir. Arastirmacit enzimin optimum aktivitesini 5.5-10.6 pH araliginda ve 70°C sicaklik
kosullarinda gosterdigini, 10 giin sonunda aktivitesini +4°C’de tamamini, 70°C’de %65’ini, 90°C’de
ise %43 lini koruyabildigini bildirmistir.

Bagkurt (2012), ¢alismasinda Bacillus sp. susunun amilaz {iretimini etkileyen bazi fiziksel
faktorlerin etkisini arastirmistir. Optimum pH, optimum sicaklik, ¢alkalama, inokuliim miktari,
inokuliim yas1 gibi birtakim fiziksel parametreleri arastirdigi ¢alismasinda arastirmaci, Bacillus sp.
susunun maksimum amilaz Uretimini, nisasta ortaminda 37°C sicaklik ve7.0 pH’da, 150 rpm
calkalama, %2.5 inokiilasyon miktarinda ve 2 giin siireniireme periyodundaoptimum diizeyde
gerceklestirdigini bildirmistir.

Aygan (2008), calismasinda Van Golii'nden izole ettigi haloalkalofil Bacillus sp. suslar
tarafindan iiretilen amilaz, seliilaz ve ksilanaz enzimlerinin izolasyonunu ve suslarin lireme, enzim
iretme yetenegi, aktivite gosterdikleri optimum sicaklik, pH, NaCl konsantrasyonu gibi
karakterizasyonlarini gergeklestirmislerdir. Suslardan bazilarinin optimum aktivitesini 150°C’de ve
pH 10,5°da, bazilarmin ise 40-50°C’de ve 5.0-11.0 pH araliginda gosterdigini bildirmistir.
Arastirmaci elde ettigi bulgulara dayanarak amilaz enziminin nisastanin sivilagtirilmasi ve tekstil
endiistrisinde nigastanin uzaklagtirllmasinda kullanilabilecek potansiyele sahip oldugunu da
belirtmistir.

Fernandez ve ark. (2001), yaptiklar1 c¢aligmalarinda seyrek bulunan balik tiirlerinde,
bagirsaklarinda bulunan amilaz aktivitesini 0lgmiis ve karakterizasyonunu gercgeklestirmislerdir.
Calismay1 ayni kiy1 sularinda bulunan bes Akdeniz Sparid tiirii lizerinde gercgeklestirmislerdir.

PAGE, zimogram analizi ve IEF kullanilarak yaptiklar1 calismada amilaz aktivitesi farkliliklari
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oldugunu ortaya koymuslardir. Arastirmacilar gézlenen amilaz etkinliginde ki farkliligin daha ¢ok
incelenen baliklarda beslenme aligkanliklar ile iligkili oldugunu, ayrica ¢esitli amilaz etkinligine
sahip tiirler i¢in ekolojik avantaj olusturabilecegini de belirtmislerdir.

Kumar ve ark. (2006), 60 giin siiren galigmalarinda eksojen amilaz katkili veya katkisiz olan
hem jelatinlestirilmis hem de jelatinize edilmemis misirin kuru madde sindirilebilirligi, sindirim
enzimleri ve doku glikojen igerigi tizerindeki etkilerini belirlemeyi amaglamiglardir. Arastirmacilar,
elde ettikleri sonuglarda hepatosomatik indeks karaciger, glikojen ve jelatinlestirilmis nisasta ile
beslenen gruplarin intestinal amilaz aktivitesini, jelatinlestirilmemis misirla beslenen gruplara gore
onemli Olciide daha yiiksek oldugunu, bununla birlikte gastrosomatik indeks, kas glikojeni ve
bagirsak proteaz aktivitesi i¢in ters egilim olustugunu bildirmislerdir. Ayrica, aragtirmacilar 50 mg
amilaz yem ilavesinin, jelatinlestirilmis misirla beslenen gruplara veya 100/150 mg amilaz yemle
takviye edilmis jelatinize edilmemis misira benzer sekilde, jelatinize edilmemis nisasta ile beslenen
gruplarin kuru madde sindirilebilirligini gelistirdigini, karaciger ve bagirsagin proteaz aktivitesini
daha yiiksek ham proteinle beslenen gruplarda en yiiksekte, fakat bagirsagin proteaz aktivitesini
amilaz takviyeli gruplarda 6nemli dl¢iide daha yiiksek olarak gozlemlediklerini de bildirmislerdir.

Igarashi ve ark. (1998), alkalifilik ozellik gosteren Bacillus tiirlerine ait izolasyonlari
yapmislardir ve izole ettikleri tiirler ile galisma yaparak alkali izoamilaz, alkali direngli neopullulanaz
ve yiiksek alkali olan pullulanaz gibi bazi enzimlerin karakterizasyonunu gerceklestirmislerdir.
Karakterize ettikleri enzimlerin a-amilaz ile ¢alisma kosullarini belirtmiglerdir. Ayni enzimler ve a-
amilazin endiistride kullanim alanlarini degerlendirmislerdir. izole ettikleri amilaz enziminde
optimum sicaklig1 55°C, optimum pH’1 ise 8.0-8.5 olarak belirlemislerdir.

Kim ve ark. (1995), alkalifilik 6zellikteki Bacillus sp. susundan belirli kosullar1 baz alarak
alfa-amilaz tretimini gergeklestirmiglerdir. a-amilaz iretimi i¢cin pH 11.0-12.0 araligin1 tercih
etmiglerdir. Bu aralikta en iyi aktivite gosteren 3 glikoz molekiiliinden olusan, maltotrioz olarak
adlandirilan bir trisakkarit ¢esidi iireten alkali a-amilaz {liretimini ger¢eklestirmislerdir.

Sidhu ve ark. (1997), Bacillus sp. susu iizerinde yaptiklar1 genetik ¢aligmalarda termostabil
enzim liretimi ve verimini arttirmay1 amaglamiglardir. Caligmalarinda mutasyon siirecini etil metan

stilfanot kullanarak tiriinde verim artisin1 sagladiklarini bildirmislerdir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal
3.1.1. Bakteriler

Caligmada kullanilan Bacillus sp. SD-1, SD-2 ve SD-3 bakteri suslari, Adana ili Cukurova
Universitesi Kampiis alani i¢inden toplanan toprak &rneklerinden bu ¢alisma kapsaminda izole

edilmistir.

3.1.2. Kimyasal ve Diger Sarf Malzemeler
Calisma icin kullanilmasi gereken kimyasallar ve diger malzemeler aksi belirtilmedikce

Merc, Sigma, Ambresco’dan kimyasal malzeme satan firmalar araciligi ile temin edilmistir.

3.1.3. Calismada Kullanilan Aletler

Caligsma icin kullanilan aletler santrifiij (Hettich), otoklav (Hirayama), inkiibatorler (Niive
ve Memmert), su banyosu (Memmert), spektrofotometre (Pharmacia), hassas terazi (Denver),
vorteks ve manyetik karigtirici (Ika), steril kabin (Nuaire), buzdolab1 (Argelik), calkalayici (Ika),
pHmetre (Hanna), protein jel elektroforez takimi ve gii¢ kaynagi (Atto), otomatik pipetler (Brand ve
Axygen) ¢aligmanin yiiriitiildiigii Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Zootekni Béliimii

Hayvansal Biyoteknoloji ve Genetik Miihendisligi Laboratuvari’nda mevcut bulunmaktadir.

3.2. Metot
3.2.1. Bakterilerin izolasyonu

Bakterilerin izolasyonu igin kullanmilan toprak Ornekleri, &ncesinde sterilizasyonu
gergeklestirilmis olan numune kaplarina alinmig ve kaplarin agzi kapali bir sekilde laboratuvara
taginmistir. Laboratuvara belirtildigi sekilde getirilmis olan toprak ornekleri Once steril saf su ile
sulandirilarak iyice karistirilmis, karistirma sonrasinda ¢okme igleminin gergeklesmesi igin yarim
saat beklendikten sonra listte kalan sivi kisimdan 1 ml numune alinmistir. Alinan sivi numune
85°C’de 15 dakika inkiibe edilerek vejetatif bakterilerin 6lmesi saglanmistir. Daha sonra alinan
numuneler, termofilik Bacillus sporlarimin ¢imlenmesi i¢in 25 ml hacimli LB besiyerine (%10 w/v
tripton, %5 w/v maya 06ziitli, %10 w/v NaCl, pH 7.5) aktarilarak 55°C’de ¢alkalama yontemiyle 24
saat silireyle inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giin bakterilerin {iremesinin gozlendigi kiiltiir
sivisindan alinarak seri sulandirmalar yapilmigtir. 10“-10° oranlarinda sulandirilmig olan
numunelerden 100’er pl alimarak cam ¢ubukla (drigalski spatiilii) yayma teknigi ile LB-nisasta-agar
(%0.5 w/v ¢oziiniir nigasta, %1.5 w/v agar) plaklarina ekimleri gerceklestirilmistir. 55°C sicakliga
ayarlanmis inkiibatére ekimleri yapilan plaklar ters ¢evrilerek yerlestirilmis ve 24 saat siireyle
bakterilerin koloni olusturmalar1 saglanmistir. Ertesi giin kiiltiir ortaminda gelisen bakteri kolonileri

steril kiirdan kullanilarak toplanmis ve numaralandirilmis olan LB-agar plaklarina ikiser kopya
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olacak sekilde aktarilmistir. Bakterilerin tiremesi iginplaklar 55°C’de bir gece inkiibasyona
birakilmustir. inkiibasyon isleminin ardindan daha sonra gerceklestirilecek arastirmalar ve calismalar

icin parafilm ile sarilarak +4°C sicakliga sahip ortama almmustir.

3.2.2. izolatlarda alfa-amilaz aktivitelerinin belirlenmesi

Koloni gelisimi ger¢eklesen ve her bir izolatin ikiser adet ekildigi plaklardan birer tanesi
alimmus ve petri kapagina birkac parga iyot kristali ezilmistir. Bakterilerin bulundugu agar tastyan
petri ise kapagin {iizerine kapatilmis ve 3-5 dk oda sicakliginda beklenerek iyot buharinin
besiyerindeki nisastayr maviye boyamasi saglanmistir. Maviye boyanan agar zemininde etrafinda
beyazimtirak zon olan izolatlar a-amilaz pozitif bakteriler olarak belirlenmistir. Bu bakterilerin
numaralart not edilerek, iyot ile boyanmamis olan kopya petri kabindan ayni numaray1 tasiyan
bakteriler alinmistir. a-amilaz pozitif oldugu belirlenen bu bakterilerin hem master hem de gliserol
stoklar1 hazirlanmistir. Master plaklar her bir bakteri i¢in ayri1 olacak sekilde, LB-nisasta-agar
plaklarinda koloniler tek tek diisecek sekilde hazirlanmis ve +4°C’de muhafaza edilmistir.
Calismalarda bakteriler bu master plaklardan tek koloni olacak sekilde alinarak cogaltilmis ve
kullanilmigtir. Gliserol stok igin, tek koloniden ekilerek LB-sivi besi yerinde iiremis olan
bakterilerden steril gliserol igerisinde %20 v/v konsantrasyonda olacak sekilde hazirlanmis (%20

bakteri kiiltiirli, %80 gliserol) ve etiketlendikten sonra -20 °C’de muhafaza edilmislerdir.

3.3. Antibiyogram Testi
Izolatlarin antibiyogram testleri ticari antibiyotik diskleri (Oxoid) kullanilarak asagida verilen

protokol uyarinca yapilmistir (Hudzicki, 2009).

1. lzolatlar LB besiyerinde 24 saat siireyle 37°C’de inkiibasyona birakilmislardir.

2. Siire sonunda izolatlardan 100’er pl alinarak LB-agar plaklarina drigalski spatiilii ile
yayma yontemiyle ekimleri yapilmistir.

3. Ekimi tamamlanan plaklar ilizerine, uygun araliklarla ve sterilize edilmis laboratuvar
pensi ile antibiyotik emdirilmis diskler (P: Penisilin (10 pg), AMP: Amfisilin (10 pg),
S: Streptomisin (10 pg), CN: Gentamisin (10 pg), SH: Spektinomisin (10 pg), TE:
Tetrasiklin (30 pg), RD: Rifampisin (5 pg)) yerlestirilmistir.

4. Plakyiizeyleri 10 dk siireyle kurutulduktan sonra, uygun sicaklik kosullarina ayarlanmis

inkiibatorde 24 saat siireyle inkiibasyona birakilmiglardir.

Siire sonunda plaklar incelenerek, antibiyotik diski etrafinda bakteri gelisiminin bulunma

durumuna gore direngli veya duyarli olma durumlari not edilmistir.

28



3.4. Enzimatik Analizler

Enzim analizleri, 24 saat siireyle LB-s1v1 besiyerinde iiremis olan bakteri kiiltiirlerinin
santrifiij edilmesi sonucu elde edilmis olan hiicre dis1 siv1 kisimlarin (slipernatant) kullanilmas ile
gerceklestirilmistir. Substrat olarak Na-fosfat tampon icerisinde %2 w/v oraninda otoklav yapilarak
¢Oziinmils olan ¢Oziinlir nisasta soliisyonu kullanilmigtir. Tiim reaksiyon bilesenleri 6nceden
etiketlenerek hazirlanmis olan 20 ml hacimli cam deney tiiplerinde yiiriitiilmiistiir. Reaksiyon

bilesenleri asagida verildigi sekilde hazirlanmistir:

Kontrol grubu : 1 ml sodyum-fosfat bafir (1 adet)
Enzim Kontrol Grubu : 0.5 ml siipernatant + 0.5 ml Na-fosfat tampon (5 adet)
Substrat Kontrol Grubu : 0.5 ml substrat soliisyonu + 0.5 ml Na-fosfat tampon (5 adet)

Enzim-Substrat Grubu : 0.5 ml siipernatant+ 0.5 mlsubstrat soliisyonu

Tiiplerde olcililen degerlerde hazirlanan bilesenler vortekslenmistir ve karigmasi
saglanmustir. Reaksiyon bilesenleri 55°C’deki su banyosunda 30 dakika bekletilmis ve boylece
enzimin substrati hidrolize etmesi saglanmustir. Siire sonunda tiipler su banyosundan ¢ikarilmis ve
her birine 1.5’er ml DNS soliisyonu eklenerek vortekslenmistir. Tiipler kaynar su i¢inde 5 dakika
bekletilmis ve agiga ¢ikan seker miktarina bagli olarak renk degisiminin gergeklesmesi saglanmaistir.
Tiipler oda sicakliginda soguduktan sonra kontrol grubu kor olarak kullanilmis ve
spektrofotometre’de ODs40 nm dalga boyunda 6l¢iimleriyapilmistir.

Enzim+substrat grubunun ortalama degerlerinden enzim kontrol ve substrat kontrol gruplarinin
ortalama degerleri ¢ikarilmis ve boylece agiga ¢ikan seker miktarlarina bagli olan spektrofotometrik
veriler elde edilmistir. En yiiksek spektrofotometrik deger 100 olarak kabul edilmis ve diger degerler

buna orantilanarak her bir muamelenin relatif aktivite degeri elde edilmistir.

3.5. Optimum Sicakhik Degerinin Belirlenmesi

Enzimlerin aktivite gosterdigi sicakil degerleri 30-80°C aralig1 igin her bir 10°C olacak
sekilde arastirilmistir. Her bir sicaklik degeri i¢in hazirlanan reaksiyon tiipleri belirtilen sicaklik
degerlerine ayarlanmis su banyosunda 30 dk siireyle inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda
tiipler su banyosunda uzaklastirilarak iizerilerine 1.5 ml DNS soliisyonu ilave edilmis, sonrasinda ise
5 dk siireyle kaynar suda tutularak oda sicakliginda sogumaya birakilmistir. Spektrofotometrik
okumalardan sonra her bir sicaklik derecesi igin relatif aktivite degerleri hesaplanmig ve grafikler

olusturulmustur.
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3.6. Enzimlerin Optimum Aktivite Gosterdigi pH Degerlerinin Belirlenmesi

Enzimlerin optimum aktivite gosterdikleri pH degerleri 4.0-11.0 araliginda arastirilmistir.
Optimum pH c¢aligmasinda sirasiyla Na-asetat tampon (pH 4.0, 5.0 ve 6.0), Na-fosfat tampon (pH
6.0-7.0) ve Tris tampon (7.0, 8.0, 9.0, 10.0 ve 11.0) kullanilmistir. Substrat soliisyonlar1 (%2 w/v
nisasta) her bir pH degeri icin hazirlanan tamponlar kullanilarak ayri ayri olacak sekilde
hazirlanmigtir. Cam tiiplere hazirlanan reaksiyon bilesenleri herbir enzim igin optimum sicaklik
degerine hazirlanmis su banyosunda 30 dk siireyle inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda tiipler su
banyosunda uzaklastirilarak iizerilerine 1.5 ml DNS soliisyonu ilave edilmis, sonrasinda ise 5 dk
sireyle kaynar suda tutularak oda sicakliginda sogumaya birakilmistir. Spektrofotometrik
okumalardan sonra herbir pH degeri icin relatif aktivite degerleri hesaplanmis ve grafikler
olusturulmustur. Grafiklerin olusturulmasinda her bir tampon i¢in ¢alisma degerleri (Na-asetat ve

Na-fosfat i¢in pH 6.0, Na-fosfat ve Tris i¢in pH 7.0) birbirlerine esitlenerek ayarlama yapilmustir.

3.7. Enzimlerin Termal Kararhlik Degerlerinin Belirlenmesi

Enzimlerin termal stabiliteleri 30-100°C’ler arasindaki sicaklik degerleri i¢in arastirilmistir.
Enzim Ornekleri (siipernatant) substrat ile reaksiyon sokulmadan 6nce her bir sicaklik degerinde ayr1
ayr1 olacak sekilde 15 dk siireyle &n inkiibasyona birakilmislardir. On inkiibasyon sonrasinda cam
tiiplerde reaksiyon bilesenleri hazirlanmig ve her bir enzimin optimum sicaklik degerinde 30 dk
siireyle inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda tiipler su banyosunda uzaklastirilarak
iizerilerine 1.5 ml DNS soliisyonu ilave edilmis, sonrasinda ise 5 dk siireyle kaynar suda tutularak
oda sicakliginda sogumaya birakilmistir. Spektrofotometrik okumalardan sonra her bir sicaklik

derecesi icin relatif aktivite degerleri hesaplanmig ve termal stabilite grafikleri olusturulmustur.

3.8. Baz1 Kimyasallarin Enzim Aktivitesi Uzerine Etkilerinin Belirlenmesi

Her bir enzimin aktivitesi Ca, Mg, Co, K ve EDTA varliginda arastirilmistir. Kimyasal
maddeler enzimlere 5’er mM olacak sekilde ilave edilmis, herhangi bir kimyasal madde ilave
edilmeyen kontrol gruplart olusturulmustur. Hazirlanan reaksiyon bilesenleri enzimin optimum
sicaklik degerinde 30 dk siireyle inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sonunda tiipler su
banyosunda uzaklastirilarak {izerilerine 1.5 ml DNS soliisyonu ilave edilmis, sonrasinda ise 5 dk
stireyle kaynar suda tutularak oda sicakliginda sogumaya birakilmistir. Spektrofotometrik
okumalardan sonra her bir kimyasal madde varligindaki relatif aktivite degerleri hesaplanms ve

grafikleri olusturulmustur.
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3.9. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi(SDS-PAGE)

SDS-PAGE c¢aligmalar1 Laemmli (1970)’gbre yapilmstir (Sekil 3.1)

Sekil 3.1. SDS-PAGE Calismalari

3.10. Bakterilere Ait Hiicredisi Protein Orneklerinin Hazirlanmasi

Hiicredis1 protein 6rneklerinin hazirlanmasi asagida verilen protokol uyarinca yapilmistir:

1. Bakteriler LB siv1 besiyerinde 48 saat siireyle iiretilmis ve sonrasinda 4950 rpm’de 10
dakika siireyle santrifiij edilerek hiicreler siv1 kisimdan ayrilmustir.

2. Siipernatantlar 5 mL olacak sekilde tiiplere paylastirilmis ve tizerlerine bir hacim %20
w/v TCA eklenerek homojonize edilmislerdir.
Ornekler ertesi giine kadar oda sicakliginda inkiibasyona birakilmislardir.

4. Ertesi giin ornekler 4950 rpm’de santrifiij edilmis ve denatiire proteinlerin pelet
olusturmasi saglanmustir.

5. Tiupler ters gevrilerek protein peletlerinin oda sicakliginda 30 dk siireyle kurumalari
saglanmigtir.

6. Protein peletleri 50-100 pL arasinda degisen hacimlerde (peletin biiytikliigiine gore)
Tris-Cl tampon (1 M, pH 8.0) ile ¢ozilmiis sonrasinda etiketlenerek -20°C’ye
kaldirilmustir.
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7. Ornekler jele yiiklenmeden hemen 6nce, iizerlerine hacmin yaris1 kadar kaynatma
solisyonu (0.5 M pH:6.8 Tris-HCL, %25 0.8 ml SDS, 1 ml gliserol, 0.5 ml
betamerkaptoetanol, %0.01 bromophenol blue kristali) eklenerek vortekslenmistir.

8. Ornekler kaynar su icerisinde 5 dk bekletilmis ve sonrasinda SDS-PAGE jele
yiiklenmistir.

3.11. SDS-PAGE’nin hazirlanmasi ve 6rneklerin elektroforezi

SDS-PAGE Cizelge 3.1 ve 3.2°de verildigi sekilde %12’lik olacak sekilde hazirlanmustir. Jel
diizenegine dnce ayrici jel dokiilmiis ve polimerizasyon igin 45 dk beklenmistir. Daha sonra ayirici jelin
iizerine bu sefer toplayici jel dokiilmiis ve tistten jel taragi yerlestirildikten sonra polimerizasyon i¢in 45
dk daha beklenmistir. Siire sonunda jel tarag {istten ¢ikarilmig ve jel, elektrod soliisyonu bulunan jel
tankinin i¢ine konulmustur. Jel kuyularina protein 6rnekleri 50’ser pl olacak sekilde bir mikropipet
yardimiyla yiiklenmis ve jele, ornekler toplayici jelde 25 mA, 60 V, aywrict jelde ise 40 mA, 80 V

uygulanmustir. Izleme boyasinin jelin sonuna gelmesi ile elektroforez islemi sonlandirilmustir.

Sekil 3.2. Izolatlara ait hiicre dis1 proteinlerin SDS—PAGE’ye yiiklenmesi ve elektroforezi

3.12. SDS-PAGE Jelin Boyanmasi

Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra cam levhalar arasindan jel dikkatli bir sekilde
cikarilmstir. Jel, boyama soliisyonu (%40 v/v metanol, %10 v/v glisial asetik asit, %0.1w/v
coomassie blue R250, %50 v/v saf su) igerisine balinmig ve jelin boyanmasi i¢in yaklagik 1 saat siire
ile arada hafif ¢alkalama yapilarak bekletilmistir. Siire sonunda jel boya soliisyonundan alinmis ve
bu sefer fazla boyanin uzaklastirilmasi i¢in destain (yikama) soliisyonu (%40 metanol, %10 glisial
asetik asit, %50 saf su) icerisine aktarilmistir. Jel bu soliisyonun iginde ertesi giine kadar
bekletilmistir. Bu siire zarfinda destain soliisyonu birka¢ kere degistirilmistir. Ertesi giin jel, 1s1kl1

pano iizerine alinarak protein bantlar1 fotograflanmustir.

32



3.13. Filogenetik Analizler

Orneklere ait 16S rDNA, Sanger Dizileme hizmet almmi ile Macrogen Hollanda
laboratuvarinda, ABI 3730XL Sanger dizileme cihazi (Applied Biosystems, Foster City, CA) ve
BigDye Terminator v3.1 Cycle Dizileme Kiti kullanilarak yaptirilmistir (Applied Biosystems, Foster
City, CA). 16S rDNA sekanslarinin kargilastirilmasi MEGA7 programi

(https://www.megasoftware.net/) kullanilarak yapilmis ve NCBI GenBank veri tabanindan alinan

diger Bacillus tiirleri ile Maksimum olabilirlik filogenetik agaci olusturulmustur (Kumar ve ark.

2016).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. BULGULAR

Calismada Cukurova Universitesi Kampiisiinden alinan toprak oOrneklerinden {ic adet
termofilik Bacillus sp. bakterisi izole edilmistir. Izolatlar aerobik ortamda spor formundan izole
edildikleri i¢in Bacillus olarak tanimlanmislardir. Bakteriler Bacillus sp. SD1, SD2 ve SD3 olarak

isimlendirilmislerdir.

4.1.1. izolatlarin Antibiyogram Analizleri

Bacillus sp. SD1, SD2 ve SD3 izolatlarinin ayr1 isleme alinacak sekilde ticari olarak
kullanima hazir olan antibiyotik diskleri ile antibiyogram testleri yapilmistir. Antibiyogram
disklerinin etrafinda bakeri kolonilerinin gelisme durumlar1 géz oniine alindiginda, SD1 ve SD3
izolatlarinin denenen tliim antibiyotiklere kars1 degisen oranlarda hassas oldugu, SD2 izolatinin ise
amfisilin ve spektinomisin antibiyotiklerine kars1 direncli, diger antibiyotiklere kars1 ise degisen

oranlarda hassas oldugu belirlenmistir(Sekil 4.1).

Sekil 4.1. Bacillus sp. suglariin antibiyotik emdirilmis disklerle yapilan antibiyogram goriintiisii
(AMP: Amfisilin; P: Penisilin; S: Streptomisin; TE: Tetrasiklin; CN: Gentamisin; SH:
Spektinomisin, RD: Rifamisin)

4.1.2. Enzimatik Ozellikler
Bacillus sp. SD1, SD2 ve SD3 izolatlarinin 72 saatlik iireme periyotlar: boyunca her 24 saatte

bir bakteri kiitle artislar1 ve enzim aktivite diizeyleri belirlenmistir.

Zamana Gore a-Amilaz Uretimi

Bacillus sp. SD1, SD2 ve SD3 bakterilerinin zamana gore enzim aktivite diizeyleri
belirlenmistir. Elde edilen bulgular SD1 izolatinda en yiiksek hiicre kiitle artiglarinin 24. saatte,
enzim aktivitelerinin ise 48. saatte gerceklestigini, SD2 izolatinda ise en yiiksek hiicre kiiltiir artisinin
24. saatte, enzim aktivitesinin ise 72. saatte gerceklestigini ve SD3 izolatinda ise en yiiksek hiicre

kiitle artiglarinin 72 saatte, enzim aktivitelerinin ise 24. saatte gerceklestirdigini ortaya koymustur.
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SD2 ve SD3 izolatlarinda oransal enzim aktivite diizeyleri 72 saatlik iireme periyodu boyunca
%80’in iizerinde seyrederken, SD1 izolatinda enzim aktivitesi lireme periyodunun 48. ve 72.

saatlerinde yaklasik %60 disiis gostermistir (Sekil 4.2).

120
100
9 80
o)
S
2 60
5
Q
E 40 — 4
20
0 o
24 48 72
Zaman (Saat)
SD1 —a— Bakteri Yogunlugu —a— Enzim Aktivitesi
120
100 == = 4
= ./
9 80
3
53
T 60
5
T 40
20
0 O
24 48 72
Zaman (Saat)
SD2 —&— Bakteri Yogunlugu —#— Enzim Aktivitesi

36



120

100 o— =, ©
o \‘\‘
~ 80
™
g
g 60
E
]
o 40
20
0 o
24 48 72
Zaman (Saat)
sD3 —e— Bakteri Yogunlugu —e— Enzim Aktivitesi

Sekil 4.2. SD1, SD2 ve SD3 izolatlarinin zamana gore a-amilaz tiretimi

Enzimlere Ait Optimum Sicaklik Degerleri

Bacillus sp. SD1, SD2 ve SD3 izolatlar1 tarafindan iiretilen a-amilaz enzimlerine ait optimum
sicaklik degerleri belirlenmistir. Elde edilen verilere gére SD1 izolati1 tarafindan tiretilen a-amilaz
enzimi optimum aktivitesini 40°C’de gosterirken, SD2 ve SD3 izolatlar1 tarafindan iiretilen a-amilaz
enzimleri optimum faaliyetlerini 50°C’de gostermislerdir (Sekil 4.3). Bacillus sp SD1, SD2 ve SD3
a-amilazlarinin 30°C’deki relatif aktivite degerleri sirasiyla %94, 88 ve 28 olarak gergeklesmistir.
Yine her {i¢ enzimin de 60-80°C’ler arasindaki ortalama relatif aktiviteleri ise yine ayni sirayla %41,

78 ve 42 olarak hesaplanmistir.
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Sekil 4.3. Izolatlara Ait a-Amilaz Enzimlerinin Degisik Sicaklik Kosullarindaki Relatif Aktivite
Degerleri

a-Amilaz Enzimlerine Ait Optimum pH Degerleri

Bacillus sp. SD1, SD2 ve SD3 a-amilazlar i¢infarkli pH degerlerinde gosterdikleri relatif
aktivite diizeyleri belirlenmistir. Bacillus sp. SD1 o-amilazi optimum aktivitelerini pH 8.0’de
gosterirken, SD2 ve SD3 a-amilazlar1 optimum faaliyetlerini 6.0 pH degerinde gostermislerdir (Sekil
4.5). SDS a-amilaz1 4.0-7.0 pH degerleri arasinda ortalama %380.6 relatif aktivite gosterirken, 9.0-
11.0 pH degerleri arasinda ortalama %79 relatif aktivite gostermistir. 4.0-5.0 pH degerlerinde SD2
ve SD3 a-amilazlar sirastyla %68 ve %82 relatif aktivite gosterirken, 7.0-11.0 pH degerleri arasinda

ayni sirayla %50 ve %61 ortalama relatif aktivite gostermislerdir.
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Sekil 4.4. Izolatlara Ait a-Amilaz Enzimlerinin Degisik pH Kosullarinda Gésterdikleri Relatif
Aktivite Degerleri

a-Amilaz Enzimlerinin Sicakliga Direncliliklerinin Belirlenmesi

Bacillus sp. SD1, SD2 ve SD3 oa-amilaz enzimlerinin farkli sicaklik degerlerinde
gosterdikleri termal kararlilik degerleri relatif olarak hesaplanmigtir. Her {i¢ enzim de 30 ve 40°C’de
15 dk. 6n inkiibasyon sonrasinda aktivitelerini tamamen korumuslardir. SD1 a-amilazi 50, 60, 70,
80, 90 ve 100°C sicaklik degerlerinde 15 dk 6n inkiibasyon sonrasinsa sirastyla %81, 57, 40, 34, 15
ve 5 kalan aktivite gosterirken, SD2 a-amilazi ayni sirayla %96, 89, 83, 62, 54 ve 21 kalan aktivite,
SD3 a-amilazi ise yine ayni1 sirayla %96, 79, 69, 47, 34 ve 11 kalan aktivite gostermistir (Sekil 4.6).

39



120

100

L 80

g

=

2 60

©

5

£ 40
20
0

30

40

50 60

—A—SD1 —m—SD2 —e—SD3

70 80 90 100

Sicaklik (°C)

Sekil 4.5. Enzimlerin farkli sicaklik kosullarinda gosterdikleri termal kararlilik grafigi

Bazi kimyasal maddelerin enzimlerin aktiviteleri iizerine etkisi

Kimyasal maddelerden Ca, Mg, Co, K ve EDTA’nin 5’er mM konsantrasyonlarmin

varliginda Bacillus sp. SD1, SD2 ve SD3 enzimlerinin aktiviteleri lizerine etkileri belirlenmistir. Ca,

Mg ve Co her ii¢ enzim lizerinde de degisik oranlarda stimiilator etki ortaya koyarken, K ve EDTA

inhibisyon etkisi gostermistir (Cizelge 4.1; Sekil 4.6). Ca en yiiksek stimiilator etkiyi %92 ile SD1,

Mg %48 ile SD3 ve Co %24 ile yine SD3 a-amilazlari iizerinde gostermistir. Benzer sekilde, K en

yiiksek inhibisyon etkisini %24 ile SD1, EDTA ise %37 ile SD3 a-amilazlari tizerinde géstermistir.

Cizelge 4.1. Metal iyonlarinin relatif aktivite yiizdeligi lizerine etkisi

Metal fyonu Relatif Aktivite (%)

SD1 SD2 53
Kontrol 100 00 —
Ca 192 3 —
Mg 122 114 148
co 115 118 —
K 76 % -
EDTA = = -
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Sekil 4.6. Baz1 kimyasal maddelerin enzimlerin aktiviteleri {izerine olan etkileri

SDS-PAGE Analizleri
Her {i¢ izolataait toplam proteinler SDS-PAGE’de karsilastirilmistir. Hiicredisi proteinlerin
bant profilleri her {i¢ izolatin da birbirinden farkli oldugunu ortaya koymustur (Sekil 4.7).

SD1 SD2 SD3 M

Sekil 4.7. izolatlara ait SDS-PAGE (M: Markir, A: SDS-PAGE’de toplam proteinler)
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4.1.3. Filogenetik Analiz Sonuclari
Caligmada izole edilen Bacillus sp. SD1, SD2 ve SD3 bakterilerinin 16S rDNA sekanslari
sirastyla Cizelge 4.2, Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.4°de verilmistir.

Cizelge 4.2. Bacillus sp. SD1 bakterisine ait TDNA sekans1

GATTAAGAGCTTGCTCTTATGAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCAT
AAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACCGCATGGTTCGAA
ATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTA
ACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGAC
ACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAG
CAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCT
AGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGC
CGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTT
CTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGT
GCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGT
GGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATT
AGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGT
GCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAAT
TGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCA
GGTCTTGACATCCTCTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTCTCCTTCGGGAGCAGAGTGACAGGTGGT
GCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGA
TCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGG
GGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAA
AGAGCTGCAAGACCGCGAGGTGGAGCTAATCTCATAAAACCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGC
AACTCGCCTACATGAAG

42




Cizelge 4.3. Bacillus sp. SD2 bakterisine ait IDNA sekansi

AGTCGAGCGAATGGATTAAGAGCTTGCTCTTATGAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGG
GTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAAC
CGCATGGTTCGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCT
AGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACA
CTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGA
AAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGG
AAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACT
ACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGC
GCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACT
GGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATG
GAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGG
AGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTT
TCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGA
AACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCG
AAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTCTCCTTCGGGAGCAG
AGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGA
GCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAAC
CGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACA
ATGGACGGTACAAAGAGCTGCAAGACCGCGAGGTGGAGCTAATCTCATAAAACCGTTCTCAGTTCG
GATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTGGAATCGCTA
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Cizelge 4.4. Bacillus sp. SD3 bakterisine ait rTDNA sekans1

CCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACCGGCCCAG
ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGLCG
TGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAA
GCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA
CGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTG
ATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGG
AAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCG
ACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTG
GTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTA
ACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGC
CCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACA
TCCTCTGAAAACCCTAGAGATAGGGCTTCTCCTTCGGGAGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGT
CGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGC
CATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTC
AAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAAAGAGCTGCAA
GACCGCGAGGTGGAGCTAATCTCATAAAACCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTA
C

Bacillus sp. SD1, SD2 ve SD3 bakterilerinin elde edilen sekans dizilerinin yanisira NCBI
(National Center for Biotechnology Information) veritabanindan alinan Bacillus cinsine ait 16S
rDNA sekans verileri kullanilarak yakin mikroorganizmalarla sekans benzerlik diizeyleri
karsilastirilmis ve buna bagl olarak maksimum olabilirlik metoduna gore olusturulan molekiiler
filogenetik analiz Sekil 4.8’de verilmistir. Her 3 susa ait 16S rDNA sekans verileri NCBI Veri
bankasina girilmis ve erisim numaralar1 sirasi ile SD1 i¢cin PP784494, SD2 i¢in PP784495 ve SD3
icin PP784495 olarak temin edilmistir.
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Bacillus_paramycoides_strain MSR1_(OQ186756.1)
Bacillus_tropicus_strain_85236_(OF115592. 1)
Bacillus_albus_strain SF2_BSSA SXC_(0Q220321.1)
Bacillus_paramycoides_strain NBRIHYLE {(OP503527.1)
Bacillus_paramycoides_strain NBRILYFY_(OF503528.7)
Bacillus_paramycoides_strain MD4_(OR673984. 1)
Bacillus_tropicus_strain_DR-65 (OR685528.1)
Bacillus_cereus strain OM0Z2_{OR884241.1)
Bacillus_fropicus_strain_L1_(FPP406867.1)
Bacillus_cereus_strain RSK_(PF422797.1)
Bacillus_albus_strain J20RSLARS (MT378482.1)
Bacillus_albus_strain_ JOMZ2LARS (MT378503.1)
Bacillus_albus_strain_J20A11LARS_(MT378532.1)
Bacillus_albus_strain_ J20MTOLARS _(MT378537.1)
Bacillus_albus_strain JSASLARS (MT378538.1)
Bacillus_albus_strain_ J20AT4LARS (MT378543.1)
Bacillus_albus_strain_J20M12LARS_(MT378552.1)
Bacillus_cereus_strain_156gite (MT383675.1)
Bacillus_albus_strain_J20BS7_(MT415992.1)
Bacillus_albus_strain KUBOTABS (MKE55408.1)
Bacillus_fropicus_strain CMFRIBTr01_(MT497555.1)
Bacillus_paramycoides_strain AzoM2_(ViK942419. 1)
Bacillus_tropicus_strain_ISP161A_(MT611943.1)
Bacillus_cereus strain MD152_(MT642947.1)
W Bacillus_sp._isolate SD1_(PP784494)
& Bacillus_sp._isolate_SD2 (PP784495)
Bacillus_tropicus_strain_ CSN-15_(ON422091. 1)
Bacillus_thuringiensis_strain PDKV_Bt SA-20 (ON331908.1)
Bacillus_thuringiensis_strain PDKV_Bt SY-4 (ON331906.1)
Bacillus_thuringiensis_strain_ PDKV_Bt SGd-1_(ON337905.1)
Bacillus_anthracis_strain BCB22 (ON303634.1)
Bacillus_albus_strain NOK1_(ON287094.1)
Bacillus_albus_strain HBUAS58220Q (ON171775.1)
Bacillus_paranthracis_strain_NR_157730.1_{ON150904.1)
Bacillus_paranthracis_strain_NR_157736.1_{ON150903.1)
Bacillus_paramycoides_strain NR_157736.1_(ON150893.1)
Bacillus_albus_strain HBUASG0087_(ON128584.1)
Bacillus_albus_strain_ HBUAS58220 (ON109297.1)
Bacillus_cereus_strain_DS-2_(ON005708. 1)
Bacillus_albus_strain_ ROA098 (MZ026474.1)
Bacillus_albus_strain ROA108_(MZ026299.1)
Bacillus_cereus_strain_{Z01_(MZ021331.1)
Bacillus_cereus_strain CGKS_(MW965578.1)
Bacillus_tropicus_strain_Bacferia_5 (IW856666.1)
Bacillus_fropicus_sirain_Bacteria_4 (MW856665.1)
Bacillus_fropicus_strain_S22 (MW767015.1)
Bacillus_albus_strain ASSFOT_(MW741611.1)
Bacillus_clarus_strain ATCC_21929 (NR_180213)
Bacillus_anthracis_strain ATCC_14578 (NR_041248)
Bacillus_pseudomycoides_strain NBRC_ 101232 _(NR_113991)
—[ Bacillus_bingmayongensis_strain_FJAT-13831_(NR_148248)
Baciflus_wiedmannii_strain FSL_W§&-0169_(NR_152692)
Bacillus_sanguinis_strain_BML-BC004_(NR_175555)
Bacillus_proteolyticus_sirain MCCC_1A00365 (NR_157735)
Baciflus_pacificus_strain MCCC_1A06182_(NR_157733)
Baciflus_toyonensis_strain BCT-7112_(NR_121761)
Bacillus_thuringiensis_sitrain_IAM_12077_(NR_043403)
Bacillus_paramobilis_strain BML-BCO17_(NR_175556)
@ Bacillus_sp_isolate_SD3_(PP784496)
Bacillus_mobilis_strain_MCCC_1A05942 (NR_157731)
Bacillus_fungorum _strain_17-SMS-01_(NR_170494)
Baciflus_hominis_strain_BML-BC059_(NR_175557)
Baciflus_mycoides_strain DSM_11821_(NR_024697)
Agrobacterium_tumefaciens_(D14500)

0
®
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Sekil 4.8. 16S rDNA gen bolgesine ait kismi dizilere dayali Kimura-2 parametreli maksimum
olabilirlik metoduna (Kimura, 1980) gore olusturulan molekiiler filogenetik agac. iliskili
taksonlarin bir arada kiimelendigi tekrarli agaclarin yilizdeligi dallarin yaninda gosterilmektedir.
Daire ve kare sembolleri izolatlar1 gdstermektedir. NCBI GenBank’sinda belirtildigi sekilde tiir
adlar1 ve erisim numaralari verilmistir. Agrobacterium tumefaciens dis grup olarak kullanilmustir.
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4.2. Tartiyjma

Bacillus sp. cinsi bakterilerde nisastay1 hidroliz eden birgok tiir bulunmaktadir. Bu tiirler
arasinda B. stearothermophilus, B. amyloliquefaciens, B. lichenifornis, B. subtilis, B. circulans, B.
cereus, B. megaterium, B. thuringgiensis, B. coagulans, B. globisporus, B. alvei ve B. macerans
nisastay1 pargalayan enzimleri tlretmektedir (Claus ve Berkeley, 1986). Bu tiirlerden B.
stearothermophilus ve B. licheniformis bakterilerince iiretilen sicakliga direngli a-amilaz enzimleri
yogun bir endiistriyel kullanim alan1 bulmusglardir. Endiistriyel iiretim safhalarinda uygulanan 1sil
islemlere kars1 dayaniklilik gostermesi ve aktivitelerini koruyabilmelerinden dolay1 sicakliga direngli
enzimleri lireten termofilik mikroorganizmalar biiyilk 6nem kazanmigtir (Burhan ve ark., 2003).
Termofilik mikroorganizmalarin optimum calisma, iireme ve gelisme sicakligi 50-80° C’dir (Vieille
ve Zeikus, 1979). Bu ¢alismada Bacillus sp. SD2 ve SD3 bakterilerince iiretilen a-amilaz enzimleri
optimum aktivitelerini 50 °C’de gdsterirken, SD1 izolatina ait a-amilaz enzimi 40 °C’de gdstermistir.
Bu sonuglar SD2 ve SD3 enzimlerinin termostabil oldugunu ortaya koymaktadir. SD1 enzimi ise
daha ¢ok mezofilik bir karakter ortaya koymustur. Bacillus sp. SD1, SD2 ve SD3 bakterilerince
iiretilen her ii¢ enzimin de 60-80 °C’ler arasindaki ortalama relatif aktiviteleri sirayla %41, 78 ve 42
olarak hesaplanmuistir. Bu veri bize SD2 a-amilazinin yiiksek sicaklik degerlerinde yiiksek oransal
aktivite gostermesinden dolay1 endiistriyel kullanim igin SD1 ve SD3 a-amilazlarina gére daha
tericih edilebilir oldugunu gostermektedir. Diger taraftan, SD3 a-amilazi her ne kadar 50 °C’de
optimum aktivite gosterse de, bu sicaklik degerinden uzaklastikga hizli bir aktivite kaybi
gozlenmistir. Oysa SD2 a-amilazi yine optimum aktivitesini 50 °C’de gostermekle birlikte genis bir
sicaklik araliginda (30-70 °C) aktivitesini biiylik oranda korumustur. Bu veri, SD2 a-amilazinin
endiistriyel kullanim i¢in SD1 a-amilazina gore tercih edilebilir olmasinin bir diger nedenidir.

Literatiir taramalar1 40- 55°C’de optimum faaliyet gosterern enzimleri lireten bakterilerin
izolasyonlarina yonelik bir ¢ok ¢alisma oldugunu ortaya koymaktadir (Manning ve Campbell, 1961;
Boyer ve Ingle, 1972; Fogarty, 1983; Jamuna ve ark., 1991; Kumar ve ark., 2005).

Bacillus sp. SD2 ve SD3 bakterilerine ait a-amilaz enzimleri optimum aktivitelerini 6.0 pH
degerinde gosterirken, SD1 a-amilaz1 8.0 pH degerinde gostermistir. SD2 ve SD3 a-amilaz enzimleri
8.0 pH degerinden sonra hizli bir aktivite kaybina ugrarken, SD1 a-amilaz enzimi 5.0-11.0 pH
degerleri arasinda %70’in tlizerinde bir oransal aktivite ortaya koymustur. Genis bir pH aralifinda
yiiksek oransal aktivite gostermesi, farkli endiistriyel alanlarda uygulanabilirligini artiracagindan
SD1 a-amilazi SD2 ve SD3 a-amilaz enzimlerine gore daha tercih edilebilir konumdadir.

Bakteriyel a-amilazlar pH optimumlar1 bakimindan farkli karakterler ortaya koyabilirler. Bu
karakterler asidik veya alkali olabilecegi gibi, genis pH aralifinda aktivite gosteren a-amilaz
enzimleri de bildirilmistir. a-Amilaz enzimlerinin pH optimumlar1 genel olarak 2.0-12.0 arasinda
degisiklik gosterebildigi bildirilmistir (Whinen ve Mantsala, 1989). Bununla birlikte pH 4.0-11.0
araliklarinda ise enzimlerin kararli yapida oldugu ifade edilmistir (Fogarty ve Kelly, 1979; Khoo ve

ark., 1994; Hamilton ve ark., 1999). Notr ya da alkali ortamlarda optimum faaliyet gosteren termofil
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amilaz enzimleri de bulunmaktadir (Rasooli ve ark., 2008; Oyeleke ve Oduwole, 2009; Gaur ve ark.,
2012). Bezbaruah ve ark. (1991) Bacillus suslarina ait a-amilaz enzimlerinin genellikle alkali agidan
hosgoriilii ve alkali pH’da daha kararh kaldigini belirtmislerdir.

Bacillus sp. SD1, SD2 ve SD3 enzimlerinin ¢aligmasi iizerinde, Ca, Mg, Co, K ve EDTA
kimyasal maddelerinin etkisi arastirilmistir. Elde edilen veriler Ca, Mg ve Co’in her ii¢ enzim
iizerinde de degisen oranlarda aktivator etki gosterdigini, K ve EDTA’nin ise yine her ii¢ enzim
iizerinde de inhibitdr etki gosterdigini ortaya koymustur. Ozellikle Ca ilavesi SD1 a-amilaz
enziminin aktivitesini %92 oraninda artirmistir. Diger taraftan Mg ilavesi SD3 a-amilaz enziminin
oransal aktivitesini %48 diizeyinde artirmistir. Bu veriler enzimlerin endiistriyel kullanimlar
esnasinda enzimlerin verimliligini artirmak i¢in bu kimyasl maddelerin kullanilip kullanilamayacagi,
kullanilacak ise hangi konsantrasyonlarda kullanilacagi hususunda 6nemli olmaktadir. Yapilan bir
calismada PPO enzim aktivitesi iizerine Fe™, Cu*?, Mg*, Ba*?, Ca*, Li*!, Mn*, Pb*?, Na*!, K *!,
Ni*?, Cd*?, Hg*? ve Al*> metal iyonlarinin etkisi incelenmis, Hg** iyonunun enzim iizerinde olduk¢a
biiyiik bir aktivasyona; Ca*?, Fe*, Pb*?, Li*!, Mn*? iyonlarinin ise bilyiik oranda inhibisyona neden
olduklar1 bildirilmistir (Cerrahoglu, 2014). Dey ve ark. (2003) ise yaptiklar1 ¢alismada Mg*? ve Co*?
iyonlarinin serbest olmayan a-amilazin aktivitesini arttirdigini, Hg*?, Cu*? ve Fe*? metal iyonlarinin
inhibe ettigini bildirmislerdir. Ca* iyonlarinin o-amilaza baglanmasinin enzimin ¢aligma hizinda ve
enzimin kararliligini saglamada 6nemli bir yere sahip oldugu belirtilmistir (Tanaka ve Hoshino,
2002; Haq, 2003).

Bacillus sp. SD1, SD2 ve SD3 izolatlar1 spor formundan aerobik ortamda ¢imlendirilerek
elde edildikleri i¢in cins diizeyinde Bacillus olarak kabul edilmislerdir. Organizmalarin genetik
kodlarinin degismeyen bolgeleri, genomdaki sekanslari karsilagtirarak filogenetik iliskileri
belirlemek miimkiindiir (Woese et al., 1985). Bu sekanslar genellikle bakterilerde bulunan ve
taksonomik amaglar i¢in sik¢a kullanilan 16S rDNA genlerini kodlayan genlerdir (Harmsen ve
Karch, 2004). 16S rDNA'nin filogenetik iliskilerin belirlenmesinde 6nemli bir rol oynamasi, bu genin
bakteriler arasinda yaygin olarak bulunmasindan kaynaklanmaktadir (Woese, 1987). izolatlarin tiir
diizeyinde kesin tanilarinin yapilmasinda 16S rRNA sekans analizi 6nemli bir veri saglamakla
birlikte, tam tiir teshisleri i¢in birtakim biyokimyasal testlerin yapilmasi zorunludur. Bu ¢aligmada
da Bacillus sp. SD1, SD2, SD3 bakterilerinin filogenetik iligkilerini belirlemek i¢in 16S rDNA
sekanslar1 kullanilmustir. Bacillus SD1, SD2, SD3 bakterilerinin dizileri ile NCBI Genbank veri
tabanindan alinan diger Bacillus tiirlerinin sekans dizileri se¢ilerek MEGA7 programinda filogenetik
iligki belirlenmistir. Bu tiirlerin yakin mikroorganizmalarla benzerlik diizeyleri ortaya konulmus ve
filogenetik agac olusturulmustur. Filogenetik agacta, Bacillus sp. SD1 ile SD2 susunun birbirlerine

biiyiik oranda benzerlik gosterdigi gézlenmistir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Yapilan g¢aligmada enzimlerin kismi karakterizasyonunu belirlemek amaciyla sicakliga
direngli a-amilaz enzimleri tireten {i¢ adet Bacillus sp. izole edilmistir. Yapilan enzim analizleri her
iic enzimin de optimum sicaklik ve pH degerlerini ve farkli kimyasal madde varliginda aktivite
diizeylerini ortaya ¢ikarmistir. Elde edilen veriler farkli 6zellikler i¢in farkli enzimlerin avantjli
oldugunu ortaya koymustur. Ornegin sicaklik aktivite degerleri géz oniinde bulunduruldugunda SD2
a-amilaz enzimi endiistriyel uygulamalar i¢in SD1 ve SD3 a-amilaz enzimlerine gére daha 6n plan
cikarken, pH aktivite degerleri g6z oniinde bulunduruldugunda SD1 a-amilaz enzimi SD2 ve SD3
enzimlerine gore daha 6n plana ¢ikmistir.

Izolatlarn tam olarak aydinlatilmamasi, bu izolatlarin dogrudan endiistride kullaninmini
kisitlamaktadir. Burada yapilmasi gereken, bu enzimlerin iiretiminden sorumlu genlerin genomdan
izole edilerek endiistriyel iiretim susu olan ve GRAS olarak tabir edilen bakterilerde klonlanmasi ve
daha saf ve ekonomik iiretimlerinin saglanmasidir. Ayrica hedefe yonelik mutajenez calismalari ile
enzimlerin bir takim ozelliklerinin gelistirilmesi de endiistriyel kullanimlarinda ayrica biiyiik

avantajlar saglayacaktir.
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Ek A. Kullanilan Cozeltiler

Sodyum-Fosfat Tamponu

Enzimlerin pH 6.0 ile pH 8.0 arasinda gerceklestirebilecekleri aktivite diizeylerini saptamak
amaciyla kullamilmistir. Kullanilacak Tampon ¢6zelti hazirlanitken 0.2 M NaH,POj ile 0.2 M
Na;HPO4.7H,O ¢ozeltileri azar azar karistirilarak istenilen pH araligindaki yeni karigim eldesi
olusturulur. Hazirlanan istendik pH araligindaki karisima distile sudan uygun hacimlerde eklenerek

karisim olusturulur (Temizkan ve Arda, 2004).

DNS (Dinitro Salisilik Asit)

Enzimdeki caligma faaliyetini bloke etmek amaciyla ve indirgen seker miktarini belirlemek
amaciylakullanilmistir. Hazirlanmasi agsamalarinda, 20 gr Dinitrosalisilik asit, 4 gr fenol, 1 gr
sodyum siilfit, 400 gr sodyum-potasyum tartarat (K-Na), 1 1t %2’lik NaOH c¢ozeltisi i¢inde ¢oziilerek
saf suile 2 It’ye tamamlanir. DNS ilk olarak bir gece NaOH ile ¢alkanarak bekletilir. Ertesi giin 2 It

saf su ile tamamlanir.

Tris Tamponu

Enzimlerde pH 8.0 ile pH 12.5 arasindaki ¢alisma faaliyetlerini belirleyebilmek amaci ile kullanilir.
Hazirlanmasi asamalarinda Tris 100 mM olacak sekilde tartilir ve alinan tris istenilen pH degerine
ulasana kadar uygun NaOH ¢ozeltisinden (0.2 M NaOH ve yiiksek pH degerleri i¢in de 2 N NaOH)
eklenir (Temizkan ve Arda, 2004).

SDS-PAGE Soliisyonlari

SDS PAGE jel ayiric1 ve toplayici jel olmak iizere iki farkli kistmdan olusturulmustur. Toplayict jel
olan iistteki katman proteinleri bir araya getirir jele birlikte girmelerini saglar. Ayirici jel protein
bantlarinin molekiiler agirliklarina goére birbirinden ayrildigi ve bolge bolge bantlar olusturdugu

kisimdir.

Ayirict Jel Hazirlanmasi

Stok Soliisyonu % Poliakrilamid Jel

Akrilamid (ml) (Ek 1.8.4.) 5 6 7 10 12 15

2 M Tris, pH 8,8 (ml) 5,62 5,62 6,62 5,62 5,62 5,62
%10 SDS (ml) 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30
Saf su (ml) 19,10 | 18,10 | 17,10 14,10 12,10 | 9,10
Toplam (ml) 30 30 30 30 30 30
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Polimerizasyon i¢in 200 ml %10 amonyumpersiilfat ( (NH4)>S,0s ) ve 20 ul TEMED ilave

edilir.

Toplayici Jel Hazirlanmasi

Stok Soliisyonu Kullamilan Miktar (ml)
Akrilamid (Ek 1.8.4.) 1,80
0,5 M Tris-base, pH 6,8 3,65
%10 SDS 0,15
Saf Su 9,40

Polimerizasyon i¢in 100 ul Amonyumpersiilfat ( (NH4)2S,0s ) ve 10 ul TEMED eklenir.

SDS-Nisasta-PAGE

Alfa amilaz aktivitelerinin belirlenmesi i¢in SDS-Nigasta-PAGE hazirlanir.

SDS-Nisasta-PAGE Hazirlanmasi

Stok Soliisyonu Kullanilan Miktar (ml)

Akrilamid 5 6 7 10 12 14
2 M Tris PH:8,8 5.62 5.62 5.62 5.62 5.62 5.62
%10 SDS 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30
%1 Nisasta 3 3 3 3 3 3
Saf su 16.10 15.10 14.10 11.10 9.10 7.10
Toplam Hacim 30 30 30 30 30 30

Polimerizasyon i¢in 200 pl Amonyumpersiilfat ( (NH4)2S.0s ) ve 20 pl TEMED eklenir.

Renatiirasyon Soliityonunun Hazirlanmasi1 (pH:7.2)

50 mM NaH,PO4.2H,0O

Hazir NaH,PO4.2H,O’dan (Ma:156.01) bir litre igin 5.998 gr tartilir. Saf su ile bir litreye tamamlanir.
50 mM Na,HPO42H,0O

Hazir Na,HPO, 2H,0O’dan (Ma:177.96) bir litre i¢in 7.098 gr tartilir. Saf su ile bir litreye tamamlanir.
Hazirlanmig ¢o6zeltilerden birbirini kullanarak pH 7.2’ye ayarlanir. Daha sonra otoklavlanir.
Ortamdaki SDS’yi uzaklagtirip proteinin denatiirasyonuna yardimci olmasi amaciyla %40
izopropanol alkol eklenir. Bir saat ¢alkama isleminden sonra SDS’nin uzaklagmasi saglanir. Siire
sonunda sodyum fosfat soliisyonu ( 50 mM NaH.PO; ve Na,HPO. kanstirilarak PH 7.2°ye
ayarlanmig) 5 mM beta merkaptoetanol ve 1 mM EDTA ile muamele edilerek +4°C de bir gece
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tutulur. pH 7.2 de hazirlanmis fosfat soliisyonundan 400 ml hazirlamak i¢in 156 pl Beta
merkaptoetanol ve 0.1169 gr EDTA eklenir ve karistirilir.

Iyodin Boyasi

1 griyodin, 10 gr potasyum iodid ve 50 ml metanol karigtirilarak saf su ile 100 ml’ye tamamlanir.

TCA (Trikloroasetikasit) (%20 w/v)
20 gr TCA (Trisikloasetikasit) tartilarak alinir, bir miktar saf su igerisinde ¢6ziiliir. Sonrasinda hacim

saf su ile 100 ml’ye tamamlanir

Amonyum Persiilfat SDS-PAGE
Calismada jel hazirliginda polimerizasyon olaymi gergeklestirmek amaciyla kullanilmistir. 0,5 gr

Amonyum Persiilfat tartilip saf suyla 5 ml’ye tamamlanir.

Fosfat Soliisyonu

Sodyum fosfat monobazik ve sodyum fosfat dibazik bilesikleri ayr1 ayr1 tartilir.iki bilesen uygun
miktarda su ile birlestirilir ve karistm homojenlestirilir.pH'nin 7.2 olmasi istendigi i¢in, pH'1 7.2’ye
ayarlamak i¢in 0.1 M HCI (hidroklorik asit) veya 0.1 M NaOH (sodyum hidroksit) ¢ozeltisi
kullanarak pH'1 ayarlanir. pH 6lglim cihazi kullanarak dogru pH ayalanir. Elde edilen tamponu 500

mL'ye kadar saf su ile tamamlanir.

Bakteri izolasyonu icin Kullanilan Besiyeri Hazirlanmasi
Besiyeri, bakterilerin izolasyonu ve olugsmus olan bakterilerin stok kiiltiirlerinin saklanmasi amaciyla

hazirlanir.

LB Besiyeri (s1v1)
Bir litre i¢in
(%1) 10 gr tryptone
(%0.5) 5 gr yeast ekstract (maya ekstrakti)
(%0.5) 5gr NaCl
pH:7.5

LB Besiyeri (kati)

Bir litre icin,
(%1) 10 gr tryptone
(%0.5) 5 gr yeast ekstract (maya ekstrakti)
(%0.5) 5gr NaCl
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(%1.5) 15 gr Agar
pH:7.5

Nisastali LB Besiyeri
Enzim iiretimi ve amilaz enzimin aktivitesi belirlemek amaciyla hazirlanir.
Bir litre i¢in,
(%1) 10 gr tryptone
(%0.5) Sgr yesat ekstract (maya ekstrakt)
(%0.5) 5gr NaCl
(%1.5) 15 gr Agar
(%0.5) 5 gr Nigasta
pH:7.5

600 ml LB Besiyeri (pH 7.5) i¢in;

6 gr tryptone, 3 gr maya ekstrakti, 3 gr NaCl ayr1 ayr tartilir. Sonra hazirlanan 600 ml LB
Besiyerini ikiye boliiniir. Boliinen LB Besiyerinde

200 ml (s1v1) kismi otoklavlandiktan sonra erlenlerin % 10’una denk gelecek sekilde pay
edilir. Bu durumun sebebi ise aerationu saglayarak oksijen azalmasini 6nlemektir. Erlen ¢ok dolu
olursa hem karistirmak zorlagir hem de oksijen azalir.

400 ml (kat1) kisim igine 6 gr agar, 2 gr nisasta eklenir. Ekleme islemi yapildiktan sonra
otoklavlanir. Bu sirada nisasta ve agar erir. Fakat erime her yere esit karismayabilir. Bu nedenle
otoklavdan ¢iktiktan sonra ¢alkama iglemi ile homojen dagilim saglanir. Sonrasinda ise petri kaplara

paylastirilir.
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