ANKARA UNIVERSITESI

FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

YUKSEK LiSANS TEZi

GEOBACILLUS SP. TARAFINDAN
TERMOSTABIL a- AMILAZ URETIMI

Sennur CALISKAN

BiYOLOJi ANABILIM DALI

ANKARA
2011

Her hakki sakhdir



OZET

Yiiksek Lisans Tezi
GEOBACILLUS SP. TARAFINDAN TERMOSTABIL a-AMILAZ URETIMI

Sennur CALISKAN

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Cumhur COKMUS

Ankara Universitesi Biyoloji Béliimii Mikrobiyoloji Arastirma Laboratuvari Kkiiltiir
stoklarindan temin edilen ve amilaz aktivitesine sahip 6 adet Geobacillus sp. izolat1 ve
Geobacillus stearothermophilus DSM 22" standart susu a-amilaz iiretim kapasiteleri
yoniinden incelenmistir. 6 adet izolatin ve standart susun nigasta iceren kati ve sivi
besiyerlerinde amilaz aktivitesi taranmis, olusturduklar1 zon cap1 ve 72. saateki enzim
akiviteleri goz Onilinde bulundurularak, en yiiksek aktiviteye sahip izolat olarak
Geobacillus sp. D413 (12.10 U/ml/g) secilmis ve bundan sonraki c¢aligmalarda G.
stearothermophilus DSM 22" standart susu ile birlikte kullanilmistir. Enzim iiretiminin
zamana bagli degisiminin izlenmesi sonucunda en yiiksek aktivitenin 72. saatte
goriildiigii, 96. saatte ise aktivitenin diislise gectigi belirlenmistir. Bakteriyel cogalma ve
enzim iiretimi i¢in en uygun besiyeri pH degerinin 7.0 oldugu ve bu pH degerinde
standart susun enzim aktivitesi 13,6 U/ml/g iken, D413 izolatinin enzim aktivitesi 15,38
U/ml/g olarak tespit edilmistir. Her iki bakterinin de enzim tiretimine pH:5.0’ten itibaren
basladigi ve pH 7.0’de en yliksek seviyeye ulastiktan sonra tekrar diislise gectigi
belirlenmistir. Bakteri gelisimi ve enzim iiretimi i¢in en uygun sicaklik degeri 55°C
olarak bulunmustur. Besiyerinde bulunan karbon ve azot kaynaklarmin enzim iiretimi
izerine etkileri, bilesim ve oranlar1 degistirilerek belirlenmistir. Elde edilen sonuglar,
nisasta ve maltozlu besiyerlerinin bakteri gelisimi ve a-amilaz {iretimi i¢in en uygun
besiyerleri oldugunu gostermistir. Temel substrat olarak kullanilan nisastanin
besiyerindeki oran1 degistirilmis ve sonucunda nisasta miktartyla enzim {iretimi arasinda
dogru bir orantinin oldugu belirlenmistir. Diger yandan azot kaynagi olarak kullanilan
amonyum kloridin hem bakteriyel ¢ogalmay1 hem de enzim iiretimini inhibe ettigi tespit
edilmistir. Enzimin maksimum aktivite gosterdigi sicaklik ve pH degerleriyle birlikte
stabiliteleri incelenmistir. Standart susun enzim aktivitesini gosterdigi optimum sicaklik
65°C, optimum pH degeri de 7.5 olarak belirlenirken, D413 izolatinda bu degerler
sirastyla 65°C ve pH:9.0 olarak tespit edilmistir. Sonug olarak; yapilan bu calisma ile
Geobacillus sp. izolatinin a-amilaz tiretim kosullar1 kismen optimize edilmistir.

Agustos 2011, 57 sayfa
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ABSTRACT

Master Thesis
THERMOSTABLE o-AMYLASE PRODUCTION BY GEOBACILLUS SP.

Sennur CALISKAN

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Cumhur COKMUS

Six Geobacillus sp. isolates and standard strain Geobacillus stearothermophilus DSM
22", which obtained from Ankara University Department of Biology Microbiology
Research Laboratory stoked culture and have amylase activity, were analyzed for their a-
amylase production capacities. Amylase activity of 6 isolates and standard strain’s
scanned on solid and liquid nutrient media containing starch, formed zone diameter and
considering the enzyme acitivity at 72. hours. Geobacillus sp. D413 was selected as
maximum of activity in isolates; after it used with standard strain in subsequent studies.
As a result of monitoring time-dependent change in enzyme production, maximum
activity observed at 72. h, in spite of this at 96. h decreased the activity. pH:7.0 was
determined as the most appropriate pH of medium for the bacterial growth and enzyme
production and this pH value while standard strain’s enzyme activity have been identified
13,6 U/ml/g, D413 isolate’s enzyme activity have been determined 15,38 U/ml/g. Both
bacterias started of the enzyme production at pH:5.0 and their enzyme production
decreased from pH 7.0. The most appropriate temperature for bacterial growth and
enzyme production was found as 55 C. The medium contained carbon and nitrogen
sources effect on the enzyme production was determined by changing the composition
and the rates. The results obtained, showed that with starch and maltose medium the most
appropriate medium for bacterial growth and enzyme production. Starch, which is used as
the basic substrate, have been modified with rate and as a result of this, a direct
proportion was determined starch rate with enzyme production. On the other hand, both
bacterial growth and enzyme production was inhibited by NH4Cl, which is used as the
nitrogen sources. Stabilities with temperature and pH values of the enzyme which showed
maximum activity were investigated. While the optimum temperature which showed the
enzyme activity of the standard strain is determined as 65°C, the optimum pH is
determined as 7,5. These values were respectively determined as 65 C and pH 9.0 in
D413 isolate. As a result, amylase production conditions of the Geobacillus sp. D413
isolate and Geobacillus stearothermophilus DSM 22" ATCC have been optimized by this
study.

August 2011, 57 pages

Key Words: a-amylase, Geobacillus sp., thermostable
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1.GIRIS

Enzimler kimyasal tepkimelerde katalizor goérevi yapan hayvan, bitki ve
mikroorganizmalardan salgilanan protein yapisinda molekiillerdir. Enzimler hiicre
icerisinde meydana gelen binlerce tepkimenin hizini ve 6zgiilliigiinii kendisi degisiklige

ugramadan diizenleyebilirler (Bhat 2000).

Insanlar gergekte binlerce yil &ncesinden bu yana enzimlerden yararlanmaktadir.
Ornegin alkol fermantasyonu, bira ve ekmek yapimi gibi islemler ilk biyoteknolojik
prosesler olarak tanimlanabilirler. Buna karsilik enzimler hakkinda bilimsel denebilecek
arastirma ve bulgular ancak gectigimiz yiizyilda gézlenmeye baslanmistir. 1783 yilinda
Spallanzani' nin atmaca mide suyunun eti eritebildigini bulmasi, 1811 yilinda Kirchoff’
un bugday nisastasinin zamanla dekstrin ve sekerlere doniistiigiinii belirlemesi, 1830
yilinda Robiquet, Boutron ve Chalan'nin amigdalinin aci1 badem tarafindan
hidrolizlendigini kesfetmesi enzimoloji konusundaki ilk ¢alismalar olarak gosterilebilir.
Payen ve Persoz'un 1833 yilinda nisastay1 sekere doniistiiren termolabil bir maddeyi
alkol ¢oktiirmesiyle elde etmeleri enzimoloji alanindaki en énemli kilometre taglarindan
biri olmustur. Bugiin amilaz olarak bilinen bu enzim o giinlerde diastaz olarak
adlandirilmist1 ve giiniimiizde enzimlere iliskin pek ¢ok geleneksel ve tiim sistematik
adlandirmalardaki -ase eki kaynagini bu c¢alismadan almistir. Enzim terimini ilk

kullanan ise 1878 yilinda Kiihne olmustur.

Enzimler, Enzim Komisyonu tarafindan sistematik olarak 4 numarayla tanimlanir ve
E.C. X.Y.Z.Vsekilinde gosterilirler. Bu gdsterimde ‘E.C.” Enzim Komisyonu’'nu, ‘X’ 6
biiylik gruptan birini, ‘Y’ bir alt sinifi, ‘Z’ ikinci alt siifi ve ‘V’ ise enzim numarasini
vermektedir. Ornegin, o- amilazlar icin bu numara 3. 2. 1. 1’ dir. ‘3° hidrolazlari, ‘2’
glukozil bilesiklerine etki edenleri, ‘1’ glukozidazlari ve ‘1’ o-amilazlar

simgelemektedir.



Giliniimiizde endiistriyel alanda kullanilan enzimler genel olarak mikroorganizmalardan
elde edilmektedir. Bununla birlikte ¢ok az bir kism1 da bitkisel ve hayvansal kaynakli
olarak saglanmaktadir. Enzim kaynagi olarak mikroorganizmalarin tercih edilmesinin
nedenleri;

e yan lirlin olusturmalarinin az olmasi,

e aktivitelerinin yiiksek olmasi,

e daha ekonomik olmasi,

e stabiliteye sahip olmasi,

e yiiksek oranlarda ve saflikta tiretilebilmeleridir (Wiseman 1987, Horikoshi 1999).

Enzim teknolojisi; ekonomik, etkili ve biyoteknolojik tekniklere olan biiyiik ihtiyag
nedeniyle ilerleme kaydetmistir. Biyoteknoloji sayesinde, yeni tiir enzimlerin biiyiik
Olgeklerde ve ekonomik olarak iiretilmesi miimkiin olmustur. Buna goére bir enzimin
herhangi bir endiistri alaninda kullanilabilirligi; maliyet bakimindan ucuz olmasini, ¢ok
farkli alanlarda kullanilabilme 6zelliginde olmasini ve en dnemlisi de enzimin alerjik ya

da toksik etkiye sahip olmamasini gerektirmektedir (Wiseman 1987).

Ticari olarak kullanilan enzimlerin %59 unu proteazlar, %28’ini karbonhidratazlar,
%3’lnl lipazlar ve %10’unu ise diger enzimler olusturmaktadir. Karbonhidratazlar
grubuna giren o-amilaz enzimi %13’liik oran ile 6nemli bir yer tutmaktadir (Wiseman

1987).

Endiistride yaygin olarak kullanilan bircok enzimatik reaksiyon yiiksek sicakliklarda
gerceklesmektedir. Enzimler protein yapisinda oldugu i¢in reaksiyonun gergeklestigi
bu yiiksek sicakliklara dayanamamakta ve yapist bozulmaktadir. Bu nedenle son
yillarda termostabil enzimler, endiistride ve biyoteknolojide ilgi ¢ekici hale gelmistir.
Yiiksek sicakliklarda enzimatik reaksiyonlar gerceklestirmek pek ¢ok fayda
saglamaktadir. Daha yiiksek tepkime hizi ve prosess verimine olanak tanirken, ayni
zamanda vizkoziteyi diisiirlip substrat diflizyon katsayisini, substrat ve iiriin
¢Oziinlrligini arttirir (Mozhaev 1993, Krahe vd. 1996). Yiiksek sicakliklarda
gerceklestirilen biyoteknolojik iiretim siireglerinin en Onemli avantaji ise yaygin

mezofiller tarafindan meydana getirilebilecek kontaminasyon riskinin azaltilmasidir.



Izin verilen yiiksek sicakliklardaki islemler biyoyararlilik ve organik bilesenlerin
¢Oziinilirliigl lizerinde 6nemli bir etkisi vardir ve boylece etkili bir biyolojik iyilestirme

saglanir (Becker 1997).

Giiniimiiz endiistrisinde en ¢ok kullanilan termostabil enzimler amilazlardir. Amilazlar
gida endiistrisinden, deterjan {iretimine, eczaciliktan tekstil endiistrisine kadar yaygin
olarak kullanilmakta ve diinya enzim tiiretiminin %30’ unu olusturmaktadir (Van Der

Maarel vd. 2002).

o—Amilaz enziminin endistriyel {iretimine ilk kez Japonya’da 1939 yilinda Bacillus
subtilis kullanilarak baglanmistir. 1970’lerde ise B. subtilis ve B. licheniformis o—

amilaz enzimi iiretimi i¢in genis ¢apta kullanilmaya baslanmistir (Sarikaya 1995)



2. KAYNAK OZETLERI
2.1 Termofilik Mikroorganizmalar ve Yiiksek Sicakhiga Dayamiklihk Mekanizmasi

Mikroorganizmalar, diger tiim canlilar gibi yasamak zorunda olduklar1 ortama uyum
saglar ve yasamlarini siirdiiriirler. 55°C ve tizerindeki sicakliklardaki ¢evre kosullarina
adapte olmus mikroorganizmalara termofilik mikroorganizmalar denir. Termofil
organizmalar termotolerant veya termofil, hipertermofil ve ekstremtermofil olmak tizere
ii¢ grup igerisinde siniflandiriimaktadir. 60-115C arasinda yasayan organizmalar genel
olarak termofil olarak adlandirilmaktadir. 80°C ve daha yiiksek sicakliklarda yasayan
organizmalar ekstremtermofil olarak tamimlanirken, 60-80°C arasi hipertermofil, 50-

60°C arasi termofil veya termotolerant seklinde siniflandirilmaktadir (Arikan vd. 2003).

Bakteriyolojinin hemen hemen ilk donemlerinde, termofilik bakterilerin varligi
biliniyordu. Thermus aquaticus ilk karakterize edilen hipertermofilik bakteridir.
Termofilik bakteriler ilk kez 1879 yilinda Miquel tarafindan 72°C’de g¢ogalabilen
bakteriler olarak izole edildi. Miquel bu bakterileri nehir, ¢amur, toprak, toz ve

kanalizasyon numunelerinden elde etmistir (Jenkins 1999).

Termofilik mikroorganizmalarin biyokatalitik potansiyelleri ve enzimleri {izerinde
bircok arastirmalar  yapilmistir  (Gomes ve  Steiner 2004). Termofilik
mikroorganizmalarin mezofilik mikroorganizmalara goére yiiksek iireme hizlari, son
tirtiniin kolay kazanilmasi, yiiksek islem stabilitesi ve verimi, nigasta seliilloz gibi dogal

polimerleri dogrudan fermente edebilmeleri gibi bir¢ok avantajlari vardir.

Tanimlanmis olan ilk spor olusturmayan termofil anaerob bakteri Methanobacterium
thermoautotrophicum’dur (Zeikus ve Wolfe 1972). Giiniimiize kadar elde edilen
bilgilere gore anaerobik olan termofil mikroorganizmalarin ¢esitliligi, acrobik termofil
mikroorganizmalara gore daha fazladir ve ¢ok yiiksek sicakliklarda gelistirilmeleri daha
kolaydir. Ayrica zorunlu anaerobik olan mikroorganizmalar yiiksek oranda tuz

konsantrasyonu ve diigiik pH ortamlarina adaptasyon saglamaktadir (Lowe vd. 1993).



Termofil mikroorganizmalarin diger canlilar gibi ayni1 enzimleri igerirdikleri ancak
bunlarin enzimlerinin daha termostabil, proteoliz ve denatiirasyona dayanikli oldugu

anlasilmistir (Kumar ve Nussinov 2001).

Termofilik mikroorganizmalarin yiiksek sicakliklardaki ortamlarda yagayabilmeleri i¢in
hiicreyi dayanikli hale getirdigi ve hiicre membranlarindaki doymus yag asitlerinin
oraninin fazla oldugu, yag asitlerinin hiicre i¢in hidrofobik bir ortam olusturdugu

yapilan aragtirmalar ile ortaya konmustur (Herbert ve Sharp 1992).

Termofillerin distilfit baglar1 ve hidrofobik etkilesimler ile sicaklifa dayanikli hale
gelebildigi belirlenmistir. Ayrica DNA’larinin pozitif siiper sarmallar olusturan revers
giraz (reverse gyrase) icerdigi ve bu yapinin DNA’nin erime noktasinm yiikselttigi ve
boylece mikroorganizmayr daha yiliksek sicakliklara dayanikli hale getirdigi
saptanmistir (Lopez 1999, Kumar ve Nussinov 2001).

Bu organizmalar tarafindan {iretilen ve saperonlar olarak bilinen 6zellesmis proteinler,
denatiirasyondan sonra proteinlerin dogal formlar1 gibi tekrar katlanmalarina ve

fonksiyonlarinin onarilmasina yardimci olur (Everly ve Alberto 2000).

Termofilik enzimlerin, etki mekanizmalarimin mezofilik olanlarla benzer olduklari
belirtilmistir (Adams 1993, Cowan 1992, Danson ve Hough 1998). Bazi termostabil
enzimlerin mezofilik konak hiicrede ekspresyonu ile termostabilitelerinin bozulmadigi
(Niehaus vd. 1999), bu nedenle termofilik enzimlerin yiiksek sicakliklara adaptasyon
icin gelistirdikleri molekiiler stratejilerin genetik bir 06zellik oldugu belirtilmistir

(Jaenicke ve Bohm 1998).

2.2 Amilazlar

1811 yilinda Kirchoffun bugday nisastasinin zamanla dekstrin ve sekerlere
dontistiiglinii belirlemesi ile baslayan amilazlarin tarihgesi, 1833 yilinda Payen ve
Persoz'un nisastay1 sekere doniistiiren termolabil bir maddeyi alkol ¢oktiirmesiyle elde
etmeleri ile onemli asamalar katetmistir. 1930 yilinda Ohlsson ise malttan elde ettigi

parcalayict enzimleri, elde ettigi seker tipine gore o ve P-amilazlar olmak {izere ikiye
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ayirmistir (Ohlsson 1930). Bunun disinda amilazlar endo ve ekzoamilazlar olarak da 2
gruba ayrilabilirler. Endoamilazlar nisasta molekiiliiniin i¢ kismindaki baglara etki
ederek degisik zincir uzunlugunda diiz ve dallanmis oligosakkaritleri meydana getirirler.

Ekzoamilazlar ise, nisasta molekiiliinii indirgen olmayan ucundan pargalarlar.

Giliniimiizde  ise  amilazlar, nisastayr  par¢alama  mekanizmasina  gore

siniflandirilmislardir.

a-Amilazlar (E.C. 3.2.1.1): Nisasta molekiiliindeki amiloz zincirinin a-1,4 baglarin
rastgele parcalayarak son {iriin olarak 1/10’u glikoz ve 9/10’u maltoz olan bir karisim
meydana getirirler. Enzim amilopektin molekiiliiniin hidrolizinde 1,6 glukozidik bag ile
karsilagtiginda bu baga etki gosterememektedir. Ayrica bu enzimler nigastanin i¢

kisimlarindaki a-1,4 baglarina etki yaptiklari i¢in endoenzimlerdir.

B-Amilazlar (E.C. 3.2.1.2): Nisasta molekiiliiniin indirgen olmayan ucunda ard1 ardina
gelen maltoz birimlerini uzaklagtiran enzimlerdir. Etkileri, B-1,6 baglarina gelince
durur. Boylece smir dekstrinler meydana gelmektedir. Hidroliz sonucu agiga c¢ikan
trtinler B-optik konformasyonu gosterdiginden bu enzimlere de P-amilazlar adi
verilmigtir. Genel olarak B-amilazlar nisastanin dis kismindaki 1,4 baglarina etki
ettikleri i¢in ekzoenzimlerdir. B-amilazlar bitkisel orijinli olup arpa malti, bugday, tath
patates ve soya fasiilyesinde ¢ok miktarda bulunurken, ilk kez 1974’de bakterilerden de
izole edilmistir (Telefoncu 1993, Sarikaya 1995). Bakterilerden Bacillus cereus, B.
megaterium, Pseudomonas ve Streptomyces’lerin B-amilaz igerdikleri tespit edilmistir
(Sarikaya 1995). B-amilaz, ekmekcilik, biracilik ve nisastanin fermente olabilir bir seker

olan maltoza doniistiiriildiigli islemlerde kullanilir (Telefoncu 1993, Sarikaya 1995).

Amiloglukozidazlar (glukoamilaz, a-1,4-glukan glukanohidrolaz EC 3.2.1.3):
Substrat zincirinin ucundaki indirgen olmayan kisimdan ardisik sekilde bulunan glukoz
birimlerini uzaklastiran bir ekzoenzimdir. Uriin olarak yalmzca glukoz olusturmasi
amiloglukozidazi o ve PB-amilazlardan ayirir. Yani o-1,6 baglarina ne a ne de -

amilazlar etki edemez iken bu enzim hem a-1,4 baglarini1 etkilemekte hem de yavas bir



hizla olsa da a-1,6 baglarin1 da hidrolize etmektedir (Yazgan ve Aksoy 1983, Telefoncu
1993, Sarikaya 1995, Hamilton vd. 1998).

Pullulanazlar (E.C. 3.2.1.41): Substrat molekiiliiniin sadece a-1,6 baglar1 iizerinde
spesifik aktivite gosterdikleri i¢in ‘sinir dekstranazlar’ olarak da adlandirilirlar (Aiyer

2005). Pullulanazlar, glukoz ve maltoz verimini arttirirlar.

a-Glukozidazlar (E.C. 3.2.1.20): Amiloz ve amilopektinin parcalanma iiriinleri olan
kisa zincirli oligosakkaritlerdeki a-1,4 baglarini hidroliz ederek serbest glikoz birimleri

olusturan enzimlerdir (Aiyer 2005).

CGTazlar (Siklodekstringlukanotransferaz) (E.C. 2.4.1.19): Nisastayi, siklodekstrin
ad1 verilen ve 6,7 veya 8 glikoz iinitesinden olusan siklik D-glikozil birimleri olusturan

enzimlerdir. Bacillus macerans amilazlar1 bunlara 6rnektir (Aiyer 2005).
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Sekil 2.1 Amilolitik enzimlerin nisastay1 hidroliz sekilleri ve olusturduklar triinler

(Bertoldo ve Antranikan 2002)



2.3 o — Amilazlar

Bir glukozid hidrolaz ve ticari olarak kullanilan ilk enzim olan a-amilaz i¢ etkili bir
enzimdir. Bu enzimler, baglh polizomlar iizerinde sinyal peptid adi verilen 6nciil bir
protein ile birlikte sentezlenir. Hidrofobik karakterli olan bu sinyal peptidler a-amilaz
enziminin nereye yonlendirilecegini belirlemektedir. a-Amilaz ilgili bolgeye geldikten
sonra s6z konusu sinyal peptidler proteazlar vasitasiyla enzim biinyesinden ayrilir ve
serbest kalan enzim de disar1 salgilanir. Ancak enzimin hiicre duvar1 boyunca mi1 yoksa
spesifik kanallar vasitastyla mi1 salgilandigi heniiz tam olarak aciklanamamistir. a-
Amilaz enzimlerinin sentezi nisasta ya da daha diisiitk molekiil agirlikli oligosakkaritler
varliginda uyarilir. Bir nigasta molekiilii amiloz ve amilopektin olmak iizere iki adet
glukoz polimeri igerir. Amiloz, glukoz birimleri arasinda a-1,4-glukozidik bag ile
baglanmasindan olusan ve dallanma gostermeyen diiz bir yapida iken, amilopektin ise
glukoz birimleri arasinda a-1,4 baglantisina ek olarak a-1,6-glukozidik dallanma bag
noktalarin1 da igermektedir. o—Amilazlar nigasta molekiillerindeki amiloz zincirlerinin
o-1,4 baglarina gelisi giizel etki ederler. Ilk etkinin helozonlar arasina diisen 1,4
glikozidik baglara oldugu kabul edilmektedir. Boylece zincir parcalar ayrilir ve bu
kisalmis parcalar yeniden enzim tarafindan etkilenir. Son {iriin olarak 1/10’u glukoz ve
9/10’u maltoz olan bir karisim meydana gelir. Enzim amilopektin molekiiliiniin
hidrolizinde 1,6 glukozidik bag ile karsilastiginda bu baga etki gdsterememektedir.
Amilopektin hidrolizi sonucunda glukoz ve maltoza ilave olarak bir seri dalli sinir
dekstrinler olugsmaktadir. Dort veya daha fazla glukoz igerikli bu dekstrinler orijinal
yapinin 1,6 glukoz baglarinin tiimiinii igermektedir (Sarikaya 1995). Belli sayida glukoz
tinitesi kalinca dallanma noktasina amilazlar etki edemediginden bu dekstrinlere sinir
dekstrin denmektedir. Ancak bu noktada etkili enzim amiloglukozidazdir (Yazgan ve

Aksoy 1983).

Nisastanin hidrolizi sonucunda ortaya ¢ikan irlinler o—optik konformasyonu

gosterdiginden bu enzimlere alfa- amilazlar adi verilmistir.
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Sekil 2.2 Amiloz ve Amilopektin glukoz polimerleri (Anonymous 2009d)

a- Amilazlar multidomain proteinlerdir. Temel olarak domain A, B, C olarak 3 domain
iceren a-amilazlar, bazen bunlara ek olarak C-terminal ve N-terminal domainleri de
bulundurabilmektedir. Domain A, 8 adet heliks tarafindan ¢evrelenmis 8 tane  dizisinin
olusturdugu bir yumaktir ve proteinin sonunda N-terminalinde bulunur. Domain B, [-
dizilerine antiparalel olan ve B3 — a3 heliksine kadar uzanan A domainin karsisinda

bulunan ¢ok uzun yapida bir domaindir (Mac Gregor 1988).

a-Amilazlarin en 6nemli ve temel bir diger domaini ise domain C’dir. Bu domain 3
dizilerinden meydana gelmis ve domain A’nin hidrofobik rezidiilerini solventlere karsi
perdeleyerek katalitik domain olan domain A’y1 stabilize ettigi diisiiniilmektedir. Ayrica

domain C’nin substrata baglanmaya yardimci oldugu tahmin edilmektedir.



a-Amilazlarin katalitik bolgesi A ve B domainlerinin ara yiiziinde A domaininin C-
terminalinin sonunda bulunur. Katalitik bolge olan domain A aktif bolgesinde asidik
gruplar igerir ve enzimatik reaksiyonun c¢ogunu bu kisim gerceklestirir. B.
licheniformis’ ten elde edilen a-amilazlarda aktif bolgede Asp231, Glu261 ve Asp328

birlikte ¢alisarak bir nisasta zincirindeki iki seker arasindaki baglar1 hidroliz ederler.

a-Amilazlarin aktif bolgesinde 5 seker iinitesinden olusan kisa bir zincir mevcuttur.
Genellikle kalsiyum bagl olan bu enzimler A ve B domainleri arasimnda Ca™ iyonu
bulundurular. Ca™ iyonunun enzimin yapisim stabilize etmekle gorevli oldugu

bulunmustur (Boel vd. 1990, Machius vd. 1995).

2.3.1 a-Amilaz kaynaklari

Endiistriyel alanda kullanilan o-amilazlar bitkisel, hayvansal ve mikrobiyal koékenli
olmakla birlikte, agirlikli olarak mikroorganizmalardan elde edilmektedirler. a—Amilaz
enziminin endiistriyel tiretimine ilk kez Japonya’da 1939 yilinda Bacillus subtilis
kullanilarak baslanmistir. 1970’lerde ise B. subtilis ve B. licheniformis a-amilaz enzimi

iiretimi i¢in genis ¢apta kullanilmaya baslanmistir (Sarikaya 1995).

Bugiin o—amilaz enzimi {iretiminde kullanilan diger mikroorganizmalar igerisinde
Aspergillus niger, A. oryzae, A. candidus gibi bazi funguslar ile Pseudomonas,
Saccharophila, baz1 Clostridium ve Bacillus tiirleri ve alt tlirleri sayilabilir. Bakteriyel
ve fungal amilazlar maliyet verimliligi, stireklilik, siire kisaligi ve gerekli {iretim
alaninin az olmasi, modifikasyon ve optimizasyon siirecinin kisalig1 gibi birgok avantaji
sayesinde endiistriyel tiretim i¢in kullanilir (Arikan vd. 2003). Bakteriler arasinda
Bacillus tiirleri yaygin olarak endiistriyel ihtiyaclar i¢in termostabil a-amilaz iiretiminde
kullanilmalariyla birlikte, buna ek olarak filamentli mantarlar da ylizyillar boyunca
ticari anlamda o-amilaz iiretimi icin kullanilmaktadir. Ozellikle Fungilere ait olan
Aspergillus cinsinden yaygin olarak a-amilaz eldesinde faydalanilmaktadir (Vihinen ve

Mantasala 1989).
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Buna ragmen fungal a-amilazlar sicakliga bakteriyel a-amilazlardan daha az stabil
oldugundan {iizerinde calisilan asil enzim kaynagini daha ¢ok bakteriyel; 6zellikle de

Bacillus amilazlari olusturmaktadir (Wiseman 1987).

Ik termostabil o-amilaz Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis ve Bacillus
amyloliquefaciens gibi tlirlerden izole edilmistir. Bacillus licheniformis, Myceliophthora
thermophila, Pyrococcus wosei, Pyrococcus furiosus ve Thermococcus aggreganes

tiirlerine ait a-amilazlar termofilik a-amilazlardir ve optimum sicakliklar1 100°C’dir.

Ayrica mezofillerin aksine Pyrococcus enzimleri Ca™ iyonu varligina da ihtiyag
duymamaktadirlar. Bir anaerobik bakteri olan Thermococcus profoundus’un ise
80°C’de aktivite gosteren termostabil a-amilaz {rettigi ve bu amilazin maksimum
termostabilite i¢in Ca™ iyonlarina gerek duyarak daha asidik kosullarda etkili oldugu
saptanmistir. Bunlara ek olarak 90-100°C arasinda aktivite gosteren bir amilaz
enziminin  Thermoproteales, Thermococcales ve Pyrodictiales’ta  bulundugu

belirtilmistir (Eichler 2001).
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Cizelge 2.1 Baz1 Bacillus tiirlerine ait nisasta hidrolize eden termostabil enzimler ve
kaynaklar1 (Haki ve Rakshit 2003)

Organizma Optimum Sicakhk  Optimum pH Referans

B. licheniformis 100°C 6.0-6.5 Viara vd. 1993

Bacillus subtilis 70 C 7.0 Canganella vd. 1994

Myceliophthora thermophila 100 C 5.6 Ramkrishna vd. 1993

Pyrococcus woesei 100 C 6.5-7.5 Koch vd. 1991

Thermococcus aggreganes 100 C 5.5 Canganella vd. 1994

o

Thermococcus fumicolans 95 C 4.0-6.3 Estelle vd. 1997

Thermomyces lanuginosus 60 C 5.6 Jensen ve Olsen 1991
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2.3.2 Enzim karakteristigi

Endiistriyel uygulamalarda basarili islemler gergeklestirebilmek igin enzimin
karakterizasyonun iyi yapilmasi gerekir. Bu amacla a-amilaz enziminin karakterizasyon

calismalar1 yapilmis ve biiyiik dl¢iide belirlenmistir.

Nisastanin o-amilaz tarafindan hidroliz edilebilme orani sicaklik, pH, substrat
konsantrasyonu, enzim konsantrasyonu, Ca' iyonlarinin varhigi gibi pek cok islem

sartlarina baglidir.

Weemaes vd. (1996), B. amyloliquefaciens, B. licheniformis ve B. stearothermophilus
tarafindan iiretilen o-amilazin stabilitesini ¢alismigs ve yiiksek sicaklik ve basincin
birlikte uygulandigi sartlar altinda bu 3 mikroorganizma arasinda en stabil a-amilaz1 B.

licheniformis 'in iirettigini tespit etmislerdir.

Cizelge 2.2 Mikrobiyal a-amilazlarin optimum sicakliklari ve stabiliteleri

Organizma Sicakhk Aktivite /% Optimum Referans
aralig)/"C sicakhik/’C

L. manihotivorans 50-60 70(50 C 1 h) 55 Aguilar vd.
2000

Bacillus Sp. 1-3 65-100 50(80°C2.5 h) 70 Goyal vd. 2005

P. furious 80-100 50(98°C 13h) 100 Vieille vd.
2001

Thermobifidafusca 50-60 70(60°C 3 h) 60 Yang ve Liu
2004

A. tamarii 50-60 90(65 C 3h) 55 Moreira vd.
2004

S. thermophilum 55-65 50(55°C 60 Aquino vd.

25mn) 2003

Arikan vd. (2003) pH ile ilgili yaptig1 calismada Bacillus sp. ANT-6 izolatindan elde

edilen a-amilazinin optimum pH degerinin 9.0-13.0 arasinda oldugunu bulmuslardir.
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Buna karsin 4. kawachii IFO4308 ile yapilan bir diger ¢alismada ise enzimin optimum

pH’sinin 2.0-6.5 arasinda oldugu belirlenmistir (Sudo vd. 1994).

Cizelge 2.3 Mikrobiyal a- amilazlarin optimum pH degerleri ve stabiliteleri

Organizma pH arahg Aktivite/% Optimum pH Referans
Bacillus sp. 1-3 5.0-5.5 80 7.0 Goyal vd. 2005
L. manihotivorans 4.0-6.0 90 5.5 Aguilar vd. 2000
Bacillus sp ANT-6 9.0-13 55(pH:10 15 h) 10.5 Arikan vd. 2003
Bacillus KSM-K38 6.0-11.0 80(pH:11 30 min) 8.0-9.5 Hagihara vd. 2001
Bacillus sp PS-7 5.0-8.0 96(pH:5.0 90 min) 6.5 Sodhi vd. 2005
Cryptococcus sp.S-2 5.0-7.0 6.0 Iefuji vd. 1996
A.kawachii IFO4308 2.0-6.5 90(pH:2.0 30 min) 5.0 Sudo vd. 1994

Amilazlarin ¢ogu Ca™, Zn™, Fe' gibi divalent iyonlar olarak adlandirilan metal
iyonlarina bagl olarak bilinirler. Ca™ nin alkalifik Bacillus sp. ANT- 6‘da a-amilaz
aktivitesini attirdig1 tespit edilmistir (Arikan vd. 2003). Buna karsin Ca™ bagimsiz
enzimler de vardir. B. thermooleovorans NP54’den elde edilen a-amilazin tiretimi ve

aktivitesi i¢in Ca' iyonuna ihtiyag duymadig1 belirtilmistir (Malhotra vd. 2000).

Zn™ iyonunun ise farkli amilazlar iizerinde farkli etkilere sahip oldugu ve Bacillus
sp.’lerden elde edilen termostabil a-amilazi inhibe ettigi tespit edilmistir. Zn™* varlig1
ANT-6'min aktivitesini azaltmistir. Aymi izolatta Na™ iyonlarmin 5 kat azaltici etki
gosterdigi belirlenmistir (Arikan vd. 2003). L. manihotivorans LMG’de ise Zn", Ba™
ve K" iyonlarinin 10 kat arttiric1 etki gosterdigi bulunmustur (Aguilar vd. 2000).

Fe™ iyonunun Bacillus sp. 13°de 1 kat arttiric1 etki gostermesine karsin Cryptococcus

flavus’da 20 kat azaltict etki gosterdigi belirlenmistir (Wanderley vd. 2004, Goyal vd.
2005).
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Cizelge 2.4 Metal iyon konsantrasyonun a-amilazlarin aktivitesi iizerindeki etkisi

Organizma Metal iyonu Konsantrasyon Referans
etkisi/mM
Bacillus sp. ANT-6 Ca®" 5 kat arttiric Arikan vd. 2003
L. manihotivorans K" 10 kat arttiric Aguilar vd. 2000
LMG
Bacillus sp. ANT-6 Na" 5 kat azaltict Arikan vd. 2003
Bacillus sp. L1711 Na" 5 kat arttiric Bernharsdotter vd.
2005
Bacillus sp. L1711 Co™* 5 kat arttiric Bernharsdotter vd.
2005
L. manihotivorans Ba®™* 10 kat arttirict Aguilar vd. 2000
LMG
L. manihotivorans Zn*" 10 kat arttiric Aguilar vd. 2000
LMG
Bacillus sp. ANT-6 Zn*" 5 kat azaltict Arikan vd. 2003
Bacillus sp. I-3 Fe®* 1 kat arttiric Goyal vd. 2005
Cryptococcus flavus Fe* 20 kat azaltici Wanderley vd. 2004

2.3.3 Termostabil a-Amilaz enziminin endiistrideki kullanim alanlar:

a-Amilazlar ticari olarak iretilen ve pazarlanan ilk enzimlerdir. Enzimler i¢in global
pazarlamanin 2004 yilinda yaklasik olarak 2 milyar dolar oldugu bildirilmistir. Bunun
da yillik olarak yaklasik % 3.3 biiylime oranina sahip olacagi beklenmektedir (Riegal ve
Bissinger 2003). Gida ve igecek sektorii karbohidraz {iretiminin %90 m1
kullanmaktadir. a-Amilazlarin global enzim marketinde yillik satis oraninin 11 milyon

dolar oldugu tahmin edilmektedir (Kilara vd. 2002).

2.3.3.1 Nisasta endiistrisi

Gilinlimiizde a-amilazin ilk ve en yaygin olarak kullanildig1 alan nisastanin hidrolizidir.
Nigasta polimeri diger polimerler gibi hidrolizinin gerceklesmesi igin enzim
kombinasyonuna ihtiya¢ duyar. Bu enzimler a-amilaz, glukoamilaz, B-amilaz ve

izoamilazlar ya da pullunazlardir (Poonam ve Dalel 1995). Nisastalarin enzimatik
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dontistimleri jelatinizasyon, sivilastirma (liquefaction) ve sekerlesme (saccharification)
asamalarini igerir. Jelatinizasyon nigasta molekiillerinin yiiksek sicakliklarda isitilarak
su alarak sismesi, birbirinden ayrigmasi sonucu viskoz bir silispansiyon haline
gelmesidir. Stvilagtirma ise nisastanin kismen hidrolize oldugu, dekstrinlerin olustugu
ve viskozitesini kismen kaybettigi asamadir. Son asama olan sekerlesmede ise

oligosakkaritler glukoza hidroliz olurlar.

Enzim i¢in, ¢Oziinebilir nisasta ¢ozlinmeyen nisastaya gore daha iyi bir substrattir. Bu
nedenle nigastanin jelatinizasyonu gerekmektedir. Bu islem de 70°C gibi yiiksek bir
sicaklikta gergeklesir. Giiniimiizde ise nisasta endiistrisi 90-100°C sicakliklarda
termostabil o-amilaz enzimi kullanarak bu islemi daha kisa siirede ve daha verimli bir
sekilde gergeklestirebilmektedir. Nisasta endiistrisinde a-amilazlar iki kategoriye ayrilir.
Hidroliz edecekleri nigsastanin miktarina bagli olarak sivilastirict a-amilaz % 30-% 40 ve
sekerlestirmede kullanilan oa-amilaz %50-%60’11 hidrolize eder. Termofilik «-
amilazlar; nisasta sivilastirmada, dekstrinlerin ve dallanmis dekstrinlerin iiretimi ile

polimerizasyonun farkli adimlarinda kullanilir (Leveque vd. 2000).

Ayrica nisastanin o-amilazla sivilastirilmasi asamasi sonucunda olusan ilk iiriin olan
dekstrinler de ¢oziiniirliigi yiiksek ve dayanikli bir {iriin olup, yogun surup kivaminda
bir maddedir ve bu maddeler gidalarda viskozite arttirici, yani, koyulastirict dolgu
maddesi olarak kullanilmaktadir (Keskin 1982). A¢iga ¢ikan glukoz, ya surup halinde,
ya da kristal toz seklinde elde edilmektedir. Glukoz surubuna glikozizomeraz enzimi
ilave edilerek friiktozlu surup iliretimi gergeklestirilmektedir. Bu iiriin yiiksek diizeyde
tatliliga sahip olup, mesrubat {retimi, siit iiretimi, konservecilik, ekmek, pasta ve

sekerleme yapimi gibi alanlarda kullanilmaktadir (Anonymous 1988a).

Nisastanin maltoza kadar hidrolizi, nisasta molekiiliiniin oncelikle o-amilaz enzimi
tarafindan sivilagtirilip, daha sonra da ortama izoamilaz ve pullulanaz enzimlerinin
ilavesi ile saglanmaktadir. Aciga ¢ikan yiliksek safliktaki maltoz, regel, sekerleme,
ekmek ve bira {retiminde kullanildigr gibi, gidalarda tatlandirici olarak da

kullanilmaktadir (Anonymous 1988a).

16



Nisasta endiistrisindeki problemlerden biri a-amilaz enzimlerinin Ca™ iyonu
gereksinimleridir ve bu kosullarda da kalsiyum okzalat olugsmasidir. Kalsiyum oksalat,
reaksiyon borularimi ve 1s1 degistiricilerini tikayabilmekte ve bunun yaninda bira gibi
bazi iiriinlerde bulunmasi istenmemektedir. Kalsiyum oksalatin olusumunun, enzimlerin
Ca"? iyonu gereksinimlerinin azaltilmasi ve {iretim prosesinin diisiik pH’da yapilmasi ile
onlenebilecegi belirlenmistir. Endiistriyel olarak 6énemli olan bazi amilazlarin Ca™

iyonu gereksinimleri ¢izelge 2.5’de gosterilmektedir (Haki ve Rakshit 2003).

Cizelge 2.5 Bazi amilazlarin Ca+” iyonu gereksinimleri (Haki ve Rakshit 2003)

Enzim Mikroorganizma Uygulama Uygulama Minimum
Sicakligi pH’s1 Ca™miktrar
(0 (ppm)
Bakteriyel mezofilik | Bacillus subtilis 80- 85 6.0- 7.0 150

o -amilazlar

Bakteriyel termofilik | B.licheniformis 95- 105 6.0-7.0 20

o-amilazlar

Fungal a-amilazlar | 4. oryzae 55-70 4.0-5.0 50

2.3.3.2 Tekstil endiistrisi

Tekstil endiistrisinde kullanilan ipliklerin islemler sirasinda egilmesini ve kopmasini
engellemek gerekir. Bu da kullanilacak ipligin sicak nisasta ile muamele edilmesiyle
saglanabilmektedir. Nisasta, ipligi kaplayarak ¢ok saglam hale getirir. Boylece dokuma
sirasindaki uygunsuz kosullar ve stres altinda iplik, dayanikliligin1 korur. Bu isleme
hasillama denir. Kumas dokunduktan sonra, kumastaki fazla nisastanin giderilmesi
gerekmektedir. Bu isleme hasil alma adi verilmektedir. Termostabil a-amilaz enzimi
yiiksek miktarlarda kullanilan nigasta molekiillerini islemler tamamlandiktan sonra

uzaklastirmakta ve ortadan kaldirmaktadir (Tarak¢ioglu 1979).

17



2.3.3.3 Deterjan endiistrisi

Deterjan endiistrisinde ekstrem kosullarda dayanikliligimi ve aktivitesini koruyan
enzimlere gerek duyulmaktadir. Deterjan liretimi sirasinda ortamin alkali pH’s1, yiiksek
sicaklik ve ortamda bulunan siirfaktan maddeler enzim aktivitesini inhibe eder. Bu
sartlara karst dayanabilen termofilik enzimler bu amagla deterjan endiistrisinde

kullanilirlar (Fujiwara 2002).

2.3.3.4 Alkol endiistrisi

a-Amilaz enzimi endiistride alkol liretmek amaci ile kullanilmaktadir. Alkol liretmek
amaci ile hammadde olarak kullanilan nisasta molekiilleri amiloglukozidaz ve a-amilaz
enzimleri ile muamele edilirler. Ortamda bulunan nisasta polimeri yeterince
parcalandiktan sonra ortama fermentasyon amaci ile maya asilanarak isleme devam

edilir (Wiseman 1987).
Bunlarin disinda kagit endiistrisinde kagitlarin kaplamasinin uygun yapilabilmesi i¢in

nisastanin viskozitesinin azaltilmasinda ve ilag endiistrisinde sindirime yardimci amagh

olarak da kullanilmaktadir.

18



Cizelge 2.6 Amilazlarin endiistrinin ¢esitli alanlarinda kullanimi

Sektor Kullanim Referans

Fruktoz Surubu Uretimi Riegal ve
Bissinger

2003

Seker Suruplarinin Vizkozitesinin Azaltilmasi

Alkol Endiistrisinde Alkol Fermentasyonu igin

Nisastanin Coziilmesi ve Sekerlestirilmesi

Deterjan Endiistrisi Nisasta Kaynakli Lekelerin Temizlenmesi

Tekstil Endiistrisi Tekstil Ipliklerinin Egilmesini Onlenmesi




3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal
3.1.1 Kullanilan termofilik bakteri izolatlar1 ve standart sus

Bu ¢alismada kullanilan ve a-amilaz aktivitesi Coleri Cihan (2007) tarafindan incelenip
pozitif olarak degerlendirilen 6 adet bakteri izolat1 ve standart sus Ankara Universitesi
Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Mikrobiyoloji Arastirma laboratuvari stoklarindan temin
edilmistir. G. stearothermophilus DSM 22" ATCC 12980 standart sus olarak

kullanilmustir.

3.1.2 Kullanilan cozeltiler
3.1.2.1 NaOH c¢ozeltisi

Besiyerlerinin pH’sin1 ayarlamak amact ile 1 N NaOH ¢ozeltisi kullanilmistir (Santos

ve Martins 2003).

3.1.2.2 DNS (Dinitro salisilik asit)

Enzim aktivitesini durdurmak amaci ile kullanilmistir. 1 gr DNS (50 ml de-iyonize su
icinde ¢oziildiikten sonra), 30 gr K-Na-Tartarat ve 20 ml 2N NaOH ilave edilerek, son
hacim distile su ile 100 ml’ye tamamlanir (Aiba 1983).

3.1.2.3 Fosfat tamponu (pH:7.0)

Enzimlerin aktivitelerini saptamak amaci ile kullanilmistir.

3.1.2.4 Lugol soliisyonu

Kat1 besiyerinde amilaz aktivitesinin saptanmasi amaci ile kullanilmigtir.
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3.1.3 Besiyeri

Kati Besiyeri: Bu calismada bakterilerin {iretilmesi ve amilolitik aktivitelerinin
belirlenmesi amaciyla Bacillus tiirleri i¢in uygun olan, Adhikari vd. (2010) uyguladig:
ve asagida icerigi verilen modifiye edilmis besiyeri kullanilmistir. Bilesimi; %0.5
pepton, %0.5 yeast ekstrakt, %0.5 NaCl, %1.0 ¢oziinebilir nisasta, %3.0 agar’dir.
pH:7.0’ye 1 N NaOH ile ayarlanmistir.

Sivi Besiyeri: a-Amilaz iireticisi Bacillus izolatlarin1 enzim iiretimi i¢in gelistirmek
amaciyla kullanilmistir. Bu amagla Santos ve Martins (2003) besiyeri modifiye
edilmistir. Bilesimi; %1.0 tripton, %0.5 yeast ekstrakt, %1.0 ¢oziinebilir nisastadir.

pH:7.0’ye 1 N NaOH ile ayarlanmistir.

3.2 Yontem
3.2.1 Bakterilerin gelistirilmesi ve muhafazasi

Standart olarak kullamlan G. stearothermophilus DSM 22" susu izolatlarinin
aktiflestirilmesi ve stok olarak saklanmasi i¢in %3’liikk Nutrient Agara ekim yapilmis ve
55°C’de 24 saat siireyle inkiibasyona birakilarak iiretilmis ve +4 C’de buzdolabinda

muhafaza edilmistir.

3.2.2 Amilaz aktivitesinin belirlenmesi ve izolat secimi

6 adet Geobacillus sp. izolat1 ve G. stearothermophilus DSM 22" susu %]1 nisasta iceren
katt besiyerinde 55'C’de 24 saat sireyle gelistirilmistir. Amilaz aktivitesinin
belirlenmesi i¢in kiiltiirlere liigol ayiract damlatilarak incelenmistir. Boyama sonucunda
nisastanin par¢alanmadigi bolgelerde mavi-mor renkte, amilaz enzim aktivitesi sonucu

nisastanin hidrolize oldugu bolgelerde ise seffaf bir goriiniim meydana gelmistir.
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Bu islem sonucunda koloni etrafinda olusan zon g¢apmin biiyiikliigiine ve ayrica 72.
saatteki enzim aktivitelerine gore izolatlar degerlendirilmis ve en yiiksek amilaz

aktivitesine sahip izolat belirlenmistir.

3.2.3 Enzim iiretim kosullarinin belirlenmesi

Hiicre dis1 enzim iiretimi i¢in izolatlar oncelikle %3’liik Nutrient agarda 55°C’de 24
saatlik inkiibasyon sonunda aktiflestirilmistir. Kat1 besiyerinden alinan bakterilerin
absorbanslari steril %0,85 NaCl varliginda 540nm’de 0,2-0,4 araliginda olacak sekilde
ayarlanmistir. Optik danstitesi belirli araliklara ayarlanan Orneklerden, enzim {iretimi
icin kullanilan ve %1 nisasta iceren sivi besiyerlerine %10 oraninda (5 ml’lik
besiyerlerine 500 plt ) inokiile edilmistir. inokiile edilen érnekler 55 C’de 150 rpm’de
calkalamal1 inkiibatérde inkiibe edilerek ve gesitli araliklarda 6rnekler alinarak enzim
{iretimi belirlenmistir. Inkiibasyonun 24, 48 ve 72. saatlerinde alan 6rnekler +4 C’de
5000 rpm’de 15 dakika siireyle santriflij edilmistir. Elde edilen peletin yas agirligi
belirlenip, iist sivi hiicre dis1 enzim aktivitesi tayininde enzim ¢0Ozeltisi olarak

kullanilmustir.

3.2.4 Maltozun ekstinksiyon katsayisinin hesaplanmasi

Enzim aktivitesinin hesaplanmasinda kullanilan maltozun ekstinksiyon katsayisinin
belirlenmesi i¢in 50 mg/ml stok maltoz dH,O’da ¢o6ziilmiistiir. Bu stok ¢ozeltiden
pH:7.0 fosfat tamponu kullanilarak 2.5, 2, 1.5, 1.25, 1, 0.75, 0.5, 0.3, 0.25, 0.2, 0.15 ve
0.1 olacak sekilde diliisyonlar hazirlanmistir. Hazirlanan diliisyonlarin iizerine 1 ml
DNS eklenerek 5 dakika siireyle kaynatilmistir. Tiipler soguduktan sonra 540nm dalga
boyunda optik yogunlugu oSlciilmiistiir. Elde edilen absorbans degerlerine karst mM

maltoz konsantrasyon egrisinin egiminden ekstinksiyon katsayisi hesaplanmustir.

3.2.5 Enzim aktivitesinin belirlenmesi

Standart susun ve segilen izolatin o-amilaz iretim kapasiteleri, substrat olarak

kullanilan ¢oziinebilir nisastay1 hidroliz edebilme yeteneklerine gore spektrofotometrik
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olarak belirlenmistir. Hiicre disi a-amilaz aktivitesinin tayin edildigi karigim 0.5 ml
enzim ¢ozeltisi ve 0.2 M, pH 7.0 sodyum fosfat tamponu igerisinde hazirlanmis 0.5 ml
%2’lik ¢oziiniir nisasta ¢ozeltisi icermektedir. Enzim ilavesi sonucunda 60°C’de 10
dakika inkiibe edilen karigimdaki reaksiyon 1ml DNS ayiraci eklenerek durdurulmus ve
renk reaksiyonunun olusmasi i¢in 5 dakika siireyle kaynatma islemi uygulanmistir. 1
izolata ait 2 paralel tiipten alinan 6rneklerden, 2 paralel reaksiyon gergeklestirilmistir.
Tiipler sogutulduktan sonra 540nm dalga boyu kullanilarak spektrofotometrede, 0,5 ml
substrat ¢ozeltisi, 0,5 ml fosfat tamponu ve 1 ml DNS ayiraci kullanilarak hazirlanan

kore karst okuma yapilarak standart egriye gore maltoz orani belirlenmistir.

3.2.6 Enzim iinitesinin tanimi

Bir {inite (U/ml) a-amilaz, 1 pmol indirgen seker (maltoz) olusturan enzim miktar1

olarak tanimlanmis ve enzim aktivitesi asagidaki gibi hesaplanmistir:

Unite/ml enzim=  AOD x Vfx df

Cssonm Xt X b X Ve

OD = Optik yogunluk

AOD = ODs4gnm Ornek-ODs4pnm Kor

VTt = Tiipte hazirlanan toplam hacim (2 ml)

Df = Diliisyon faktorii

€s40nm = Maltozun 540nm’deki ekstinksiyon katsayis1 (pH7.0)*

t = Reaksiyon zamani (10 dakika)

b = Kiivetin 151k gecis yolu (1 cm)

Ve = Kiivette okutulan reaksiyon karisimindaki enzim hacmi (0.5 ml)

* : Ekstinsiyon katsayisi, enzim aktivitesinde uygulanan sicakliga gére L/mM.cm

cinsinden hesaplanmistir (Halvorson 1966).
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3.2.7 izolatin ve G. stearothermophilus ATCC 12980 susunun 96 saatlik zamana
bagh a-amilaz iiretiminin belirlenmesi

Kat1 besiyerinde 55C’de 24 saat siireyle gelistirilen bakterilerin, enzim iiretmesi
amaciyla inokiile edildigi sivi besiyerinden 24, 48, 72 ve 96. saatlerde 3’er paralel

olacak sekilde 6rnekler alinarak aktivite tayini yapilmstir.

3.2.8 pH’nin enzim iiretimi iizerine etkKisinin belirlenmesi

Bakterilerin enzim {iretimi i¢in gelistirildikleri sivi besiyerinin pH’st 3-10 arasinda
degistirilmis ve bu besiyerlerinde bakteriler 72 saat siireyle inkiibe edildikten sonra
enzim aktiviteleri 6l¢lilmiis ve bakterilerin enzim iiretimi i¢in ihtiya¢ duydugu optimum

pH degeri belirlenmistir.

3.2.9 Sicakhigin enzim iiretimi iizerine etkisinin belirlenmesi

Enzim iiretimi i¢in ihtiya¢c duyulan optimum pH’ya sahip besiyerine inokiile edilen
bakteriler 50, 55 ve 60°C olmak iizere 3 farkli sicaklikta 72 saat stireyle inkiibe
edildikten sonra enzim aktivitesi Ol¢iilmiis ve bakterilerin enzim {iretimi icin ihtiyag

duydugu optimum sicaklik degeri belirlenmistir.

3.2.10 Karbon kaynaklarimin enzim iiretimi iizerine etkisinin belirlenmesi

Karbon kaynaklarinin enzim iiretimi iizerine etkisinin belirlenmesi igin besiyerine
karbon kaynagi olarak farkli oran ve bilesimlerde nisasta, siikroz, dekstroz, laktoz ve
maltoz ilave edilmistir. Degisik karbon kaynagi iceren besiyerlerinde 72 saat siireyle

gelistirilen bakterilerin enzim aktiviteleri l¢tilmiistiir.
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3.2.11 Azot kaynaklarinin enzim iiretimi iizerine etkisinin belirlenmesi

Bu amagcla, besiyerine azot kaynagi olarak farkli oran ve bilesimlerde tripton, yeast
ekstrakt ve amonyum klorid ilave edilmistir. Degisik azot kaynagi igeren besiyerlerinde

72 saat siireyle gelistirilen bakterilerin enzim aktiviteleri 6l¢iilmiistiir.

3.2.12 Sicaklik ve pH’nin enzim aktivitesi iizerine etkisinin belirlenmesi

Enzimlerin farkli sicakliklardaki aktivitesinin belirlenmesi amaci ile 45-75°C arasinda
sicaklik parametresi 5’er derece degistirilerek pH:7.0 fosfat tamponu ile aktivite tayini

yapilmis ve enzim aktivitesi i¢in optimum sicaklik degeri belirlenmistir.

Optimum pH degerinin belirlenmesi i¢in ise pH: 4.0 — 10.5 arasinda farkli tamponlarda
enzim aktivitesi Ol¢llmiistiir. Bu amacgla pH:4-6 arasinda citrat tamponu, pH:6-8

arasinda fosfat tamponu ve pH:8-10.5 arasinda ise Glisin-NaOH tamponu kullanilmistir.

3.2.13 Enzimin sicaklik ve pH stabilitesinin belirlenmesi

Enzimin termal stabilitesinin belirlenmesi amaciyla enzim, 45-75 C arasindaki sicaklik
parametresi 5’er derece degistirilerek test edilen sicaklik degerinde 10 dakika

bekletildikten sonra hemen buz {lizerine alinmis ve aktivite tayini yapilmistir.

pH stabilitesinin belirlenmesi i¢in ise enzim, pH: 4.0-10.5 arasindaki pH degerlerindeki

tamponlarda 15 saat bekletilmis ve ardindan aktivite tayini yapilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA
4.1 Amilaz Aktivitesinin Belirlenmesi ve izolat Secimi

Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Mikrobiyoloji Arastirma
Laboratuvar kiiltiir koleksiyonundan temin edilen 6 adet Geobacillus sp. izolat1 ve
G.stearothermophilus DSM 22" ATCC 12980 standart susu kullanilmistir. Bu
orneklerin %1.0 oraninda nisasta i¢eren kati besiyerinde 24 saat inkiibasyon sonucunda
olusturduklar1 zon caplart ve 72 saat siireyle takip edilen enzim aktivite sonuglari

dikkate alinarak en yiiksek amilaz aktivitesine sahip izolat olarak D413 se¢ilmistir.

6 adet izolatin ve standart susun sahip oldugu zon ¢ap1 ve 72. saatteki enzim aktivitesi

sonuclari ¢izelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1 Kat1 ve s1vi besiyerindeki aktiviteye gore izolat se¢imi

Zon Caplari Ortalama Spesifik aktivite
(cm) (U/ml/g)

G. stearothermophilus DSM 22" 0,3cm 15,79
ATCC 12980

Geobacillus sp. A113 0,2cm 9,32
Geobacillus sp. C304 0,4cm 13,33
Geobacillus sp. D413 0,5cm 15,84
Geobacillus sp. D504 0,Icm 8,46
Geobacillus sp. D621 0,2cm 7,76
Geobacillus sp. D623 0,2cm 6,18

Sonu¢ olarak calismamizin devaminda Geobacillus sp. D413 izolat1 ve G.
stearothermophilus DSM 22" ATCC 12980 standart susu amilaz iretim yoniinden

incelenmistir.
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Geobacillus sp. C304 Geobacillus sp. A113

Geobacillus sp. D413 Geobacillus sp. D504

Sekil 4.1 Geobacillus sp. izolatlarinin nisastali (pH:7.0) besiyerinde 55 C’de
olusturduklari zonlar
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Geobacillus sp. D621 Geobacillus sp. D623

G. stearothermophilus DSM 22"
ATCC 12980

Sekil 4.1 Geobacillus sp. izolatlarinin nisastali (pH:7.0) besiyerinde 55 C’de
olusturduklar1 zonlar (devam)
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4.2 D413 izolatinin ve Standart G. stearothermophilus ATCC 12980 Susunun 96
Saatlik Zamana Bagh a-Amilaz Uretimleri

Kati besiyerinde olusturdugu zon ¢apina ve 72. saatteki enzim iiretimine gore belirlenen
D413 izolat1 ve standart sus, %1.0 oraninda nisasta iceren pH:7.0 sivi besiyerinde
55°C’de 150 rpm’de inkiibe edilip +4°'C 5000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildikten
sonra 24, 48, 72 ve 96. saatteki besiyeri {ist sivisi, enzim kaynagi olarak kullanilmigtir.
pH: 7.0 fosfat tamponundaki enzim aktivitesi dort paralelli olarak 6l¢iilmiistiir. Bunun
sonucunda izolatin hiicre dis1i enzim aktivitesi standart sus ile karsilastirilarak
maksimum enzim liretim zamani belirlenmistir. Bu dogrultuda D413 ve standart susun
24. saatteki hiicre dis1 enzim iiretimi sirasiyla 14,5 U/ml/g ve 15,7 U/ml/g olarak
Olciilmiis, 48 ve 72. saatlerde iiretimin arttigi, 96. saatte ise enzim iiretiminin diistiigii
belirlenmistir. Hem D413 izolatinda hem standart sustaki en yiiksek enzim iiretimi ise

72. saatte 15,79 U/ml/g ve 15,84 U/ml/g olarak tespit edilmistir.

Elde edilen aktivite degerleri ¢izelge 4.2°de gosterilmis ve ayrica aktivitenin zamana

bagl degisimi sekil 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2 G. stearothermophilus ve Geobacillus sp. D413’iin nisasta(%1.0)+yeast
ekstrakt (%0,5)+ tripton (%]1.0) iceren besiyerinde (pH:7.0) 55 C’deki
enzim tiretimi

G. stearothermophilus DSM 22T ATCC 12980 Geobacillus sp. D413
Pelet Enzim Spesifik Pelet Enzim Spesifik
agirligi(g) tinitesi(U/ml) aktivite(U/ml/g) agirligi(g) tinitesi(U/ml) aktivite(U/ml/g)
24. saat 0.07 1,02 14,50+0,98 0.07 1.10 15,7140,42
48. saat 0.07 1.00 14.30+1,32 0.09 1.32 14,66+0,42
72. saat 0.08 1.26 15,79+0,49 0.10 1.58 15,84+0,48
96. saat 0.06 0.88 14.60+0,76 0.07 1.10 15.71+0,5
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Sekil 4.2 G.stearothermophilus ve Geobacillus sp. D413’lin nisasta(%1.0)+yeast
ekstrakt (%0,5)+ tripton (%1.0) iceren besiyerinde (pH:7.0) 55 C’deki
enzim iiretiminin zamana bagl degisimi

4.3 Maltozun Ekstinksiyon Katsayis1

Enzim aktivitesinin hesaplanmasinda kullanilan maltozun ekstinksiyon katsayisinin
belirlenmesi i¢in hazirlanan diliisyonlarin absorbansi 540nm’de okutulmus buna karsilik
mM maltoz konsantrasyon egrisi ¢izilerek egrinin egiminden ekstinsiyon katsayisi
hesaplanmistir. Bu dogrultuda maltoz i¢in hesaplanan ekstinksiyon katsayisi 1.454

mM/ml olarak belirlenmis ve sekil 4.3’de gosterilmistir.
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Maltoz Konsantrasyon Egrisi
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Sekil 4.3 Maltoz konsantrasyon egrisi

4.4 pH’nin Enzim Uretimi Uzerine Etkisi
Enzim {iiretimi i¢in gerekli optimum besiyeri pH’sini belirlemek amaciyla, besiyerinin

pH degeri 3 - 10 arasinda degistirilmis ve 72. saatteki enzim aktivitesi 6l¢lilmistiir. Elde

edilen bulgular sekil 4.4’de gosterilmistir.
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Sekil 4.4 G.stearothermophilus ve Geobacillus sp. D413’lin nisasta (%1.0) + yeast
ekstrakt (%0,5) + tripton (%1.0) igeren besiyerinde, 55 C’de farkli pH
degerlerindeki enzim {iretimi

Sekil 4.4°de de gorildiigii gibi pH 3.0 ve 4.0’e ayarlanmis sivi besiyerlerinde enzim
tiretimi goriilmezken, pH 5.0’den itibaren enzim iiretimi gozlenmeye baslanmis olup
maksimum {tretimin pH 7.0 besiyerinde elde edildigi belirlenmistir. Bu pH degerinin
altinda ve istiindeki degerlerde enzim iiretiminde azalma gozlenmistir. Ancak pH: 8.0
besiyerinde standart susun hiicre miktar1 azaldigi i¢in spesifik aktivitesi pH:7.0’ye gore

daha yiiksek olarak goriilmiistiir.

Sonug¢ olarak D413 izolat1 ve standart sus dikkate alindiginda bakteriyel biiylime ve
enzim lretiminin pH: 5.0-10.0 arasinda meydana geldigi, hem bakteriyel hiicre gelisimi

hem de enzim iiretimi i¢in besiyeri optimum pH degerinin 7.0 oldugu tespit edilmistir.

Bu dogrultuda termofilik Bacillus sp. KCPSS-12 ss ile yapilan bir baska ¢aligmada da
bakteriyel biiylime ve enzim iretiminin pH:4.0 ile pH:10.0 arasinda gerceklestigi ve

optimum pH’nin 7.0 oldugu belirtilmistir (Suman vd. 2010).

Buna karsin Ezeji ve Bahl (2006) Geobacillus thermodenitrificans HRO10 ile yaptiklari
calismada optimum pH degerinin 5.5 oldugunu ve bu noktadan itibaren de enzim

aktivitesinin diistiigiinii tespit etmislerdir.
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Kiran vd. (2005) termofilik Bacillus sp. K-12’nin enzim iiretiminin pH: 4.5 ile 10.5

arasinda gergeklestigini, optimum {iiretimi ise pH:6-8 arasinda bulmuslardir.

Bir bagka ¢alismada Adhikari vd. (2010) Geobacillus sp. IIPTN’de enzim iiretiminin
pH: 5.0 ve 7.0 arasinda arttigin1 ve en yiikksek enzim iiretiminin pH 6.5 degerinde
oldugunu goézlemlemistir. Bunun da bakteriyel biiylimenin artmasiyla dogru orantili

oldugu tahmin edilmektedir.

4.5 Sicakhgm Enzim Uretimi Uzerine EtKisi

Enzim {iretimi i¢in gerekli optimum sicaklik degerini belirlemek amaciyla, bakteriler
optimum pH’ya sahip sivi besiyerlerinde 50 55 ve 60°C olmak iizere ii¢ farkli sicaklik
degerinde 72’ser saat siireyle inkiibe edildikten sonra a-amilaz enzim aktivitesi

Olclilmiistiir. Elde edilen sonuglar sekil 4.5°de gosterilmistir.

16
x
= 1
©
g 12
= 10
QU —~
= o
>=> 38
2 E
£ 12980
E~ 4 - D413
c
)]
£ 2 -
s
) 0 -
-
50 55 60

Sicaklik (°C)

Sekil 4.5 G.stearothermophilus ve Geobacillus sp. D413’lin nisasta (%]1.0)+yeast
ekstrakt (%0,5) + tripton (%1.0) iceren besiyerinde (pH:7.0) farkl
sicakliklarin enzim iiretimine etkisi

Sekilde 4.5’de goriildiigii gibi her iki izolatin da enzim {iretimi i¢in ihtiya¢ duydugu
optimum sicaklik 55°C olarak belirlenmis olup, 50 ve 60°C’lerde enzim iiretiminde

diisiis oldugu tespit edilmistir.
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Bununla birlikte Geobacillus thermodenitrificans HRO10 ile yapilan calismada
optimum enzim iiretim sicakliginin 80°C oldugu belirtilirken, termofilik Bacillus sp. K-
12 izolatinda enzim iiretim sicakhigmm 42°C oldugu tespit edilmistir (Ezeji ve Bahl

2006, Kiran vd. 2005).

Adhikari vd. (2010), Geobacillus sp. IIPTN izolatinda amilaz iiretiminin 50°C ile 80°C
arasinda gerceklestigini, ancak enzim iiretimi i¢in ihtiya¢ duyulan optimum sicakligin,

ayni zamanda optimum biiyiime sicaklig1 olan 60 C oldugunu belirtmistir.

4.6 Farkli Karbon Kaynaklarimm Enzim Uretimi Uzerine Etkisi

Karbon kaynaklarinin enzim tiretimi lizerine etkisinin belirlenmesi amaciyla besiyerine
karbon kaynag olarak farkli oran ve bilesimlerde nisasta, siikroz, dekstroz, laktoz ve

maltoz ilave edilmistir. Elde edilen bulgular sekilde gosterilmistir.
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Karbon Kaynaklari

Sekil 4.6 Farkli karbon kaynaklarinin G.stearothermophilus ve Geobacillus sp.
D413’tin pH:7.0 ve 55 C’deki enzim iiretimi iizerine etkisi

Sekil 4.6°da goriildiigii gibi karbon kaynagi olarak nisasta veya maltoz kullanildiginda
enzim tretiminin maksimum diizeyde gerceklestigi, buna karsin siikroz, dekstroz veya
laktoz kullanildiginda ise enzim iiretiminde biiyiik bir diislis oldugu gézlenmistir. En

diisiik enzim iiretimi siikroz iceren besiyerinde meydana gelmis olup, bu besiyerinde
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D413 izolatinin ve standart susun spesifik aktiviteleri sirasiyla 0.21 ve 0.14 U/ml/g
olarak kaydedilmistir. Maltoz igeren besiyerinde bakteri gelisimi nisastali besiyerine
gore daha az olmasina karsin, besiyerindeki enzim {iiretimi daha yiiksek olarak tespit

edilmis; boylelikle de spesifik aktivite sonucu yiikselmistir.
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Sekil 4.7 Farkli nisasta oranlarinin G.stearothermophilus ve Geobacillus sp. D413’lin
(pH:7.0) 55 C’deki enzim iiretimi iizerine etkisi

Sekil 4.7°de gosterildigi gibi a-amilaz enzimi i¢in temel substrat olarak kullanilan
nisastanin besiyerindeki oraninin azaltilmasiyla dogru orantili olarak enzim {iretiminin

de azaldig: tespit edilmistir.

Santos ve Martins (2003) termofilik Bacillus sp. ile yaptigi ¢alismada a-amilaz tiretimi
i¢cin nigasta ve maltozun en iyi karbon kaynaklar1 oldugunu belirtmis, bunun yaninda
glukoz, fruktoz ve siikrozun ise katabolik represyona sebep olarak enzim aktivitesini

yiiksek oranda diislirdiiglinii ifade etmislerdir.

Bir bagka calismada termofilik Bacillus K-12 ile yapilan ¢alismada da glukoz, laktoz ve
dekstrozun karbon kaynagi olarak kullanilmasi sonucunda enzim aktivitesinin biiyiik
Olclide azaldigi, bununda hiicre metabolizmasinda katabolik represyon sonucu

gergeklestigi belirtilmistir (Kiran vd. 2005).
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Adhikari vd. (2010) de Geobacillus sp. IIPTN ile yaptig1 calismada karbon kaynagi
olarak glukoz kullanildiginda enzim {iretiminin diistiigiinti belirtmistir. Bacillus cinsinin
bir¢cok tiirlinde karbonhidrat parcalayici enzimlerin sentezi, glukoz gibi ¢abuk
metabolize edilebilen substratlar tarafindan sebep olunan katabolik represyona bagl

olarak baskilanir.

4.7 Farkh Azot Kaynaklarimin Enzim Uretimi Uzerine Etkisi

Azot kaynaklarinin enzim iiretimi lizerine etkisinin belirlenmesi amaciyla, besiyerine
azot kaynagi olarak cesitli oran ve bilesimlerde tripton, yeast ekstrakt ve amonyum
klorid ilave edilmis ve a-amilaz enzim aktivitesi Ol¢lilmiistiir. Elde edilen bulgular sekil

4.8’de gosterilmistir.
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Sekil 4.8 Farkli azot kaynaklarinin G.stearothermophilus ve Geobacillus sp. D413’in
(pH:7.0) 55 C’deki enzim {iretimi iizerine etkisi

Sekil 4.8’de goriildiigli iizere, azot kaynagi olarak sadece amonyum klorid igeren
besiyerinde hem bakteri iiremesi hem de enzim iiretimi azalmistir. Bu sonuca gore
amonyum kloridin D413 izolat1 ve standart sustan elde edilen a-amilaz enzimi i¢in
inhibitor etkisi yaptig1 sOylenebilir. Bununla birlikte besiyeri igeriginde amonyum
kloridin yaninda yeast ekstrakt veya triptonun bulunmasi sonucunda bakteri iiremesi

goriiliirken sadece enzim liretimi azalmustir.
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Azot kaynaklarinin besiyerindeki oraninin enzim iiretimi tizerine etkisini belirlemek
amaciyla, besiyerindeki tripton ve yeast ekstrakt oranlar1 degistirilmis ve sonuglar1 sekil

4.9°da gosterilmistir.
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Sekil 4.9 Azot kaynaklarinin farkli oranlarinin G.stearothermophilus ve Geobacillus sp.
D413’1n (pH:7.0) 55 C’deki enzim iiretimi iizerine etkisi

Sekilde de goriildigii gibi G.stearothermophilus standart susunda yeast ekstraktin
oraninin %0,5’den %0,2’ye diisiirlilmesiyle enzim iiretiminin diistigii ancak %1.0’e
cikarildiginda ise 6nemli bir de§isimin gdzlemlenmedigi belirlenmistir. Ayrca triptonun
oraninin %1.0 olan temel orandan %0,5 ve %0,2’ye diisliriilmesi sonucunda standart
susta enzim tiretiminin oranla baglantili olarak azaldigi, buna karsin Geobacillus sp.
D413 izolatinda ise 6nemli bir degisimin goriilmedigi tespit edilmistir. Sonug¢ olarak
Geobacillus sp. D413 izolatinin enzim {retiminin, azot kaynaklarinin oraninin

degismesine kars1 standart susun enzim {iretimine gore daha stabil oldugu gézlenmistir.

Kiran ve Comlekgioglu (2003), Bacillus sp. K-12’nin oransal a-amilaz aktivitesinin 48
saat inkiibasyon sonunda azot kaynagi olarak maya o&ziitii igeren besiyerinde %100, et
0ziitll iceren besiyerinde %81, pepton iceren besiyerinde %68 ve amonyum siilfat i¢ceren

besiyerinde %10 oldugunu belirlemislerdir.
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Sarikaya (1995), farkli azot kaynaklar1 bulunan besiyerinde B. amyloliquefaciens’in a-
amilaz aktivitesini test etmistir. Calismada en yiiksek oransal aktivitenin maya Oziitii

iceren ortamda oldugunu belirlenmistir.

Narang ve Satyanarayana (2001), yeni izole edilmis bir ekstrem termofil olan Bacillus
thermooleovorans ile yaptiklart bir calismada bakterinin a-amilaz iiretiminin tripton

iceren besiyerinde maksimum diizeyde gergeklestigini belirtmislerdir.
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Cizelge 4.3 Farkli karbon ve azot kaynaklariin enzim iiretimi iizerine etkisinin belirlenmesi

Besiyerleri G. stearothermophilus DSM 22" 12980 Geobacillus sp. D413
Pelet Enzim Unitesi Spesifik Aktivite Pelet Enzim Unitesi Spesifik Aktivite
(2 (U/ml) (U/ml/g) (2 (U/ml) (U/ml/g)
Nisasta + Yeast Ekstrakt + Tripton 0,08+0,005 0,95+0,16 13,6+1,48 0,08+0,004 1,23+0,05 15,38+1,59
(%1.0 + %0.5 + % 1.0)
Nisasta + Yeast Ekstrakt + Tripton 0,09+0,006 0,55+0,10 6,19+1,21 0,07+0,005 0,73+0,04 10,53+0,66
(%0.5 + % 0.5 + % 1.0)
Nisasta + Yeast Ekstrakt + Tripton 0,05+0,002 0,16+0,04 3,29+1,03 0,08+0,005 0,38+0,02 4,79+0,29
(%0,2 + % 0.5 + % 1.0)
Siikroz + Yeast Ekstrakt + Tripton 0,07+0,002 0,01£0,008 0,210,018 0,08+0,006 0,01+0,007 0,14+0,11
(%1.0 + %05 + %1.0)
Dekstroz + Yeast Ekstrakt + Tripton 0,06+0,003 0,08+0,009 1,35+0,19 0,09+0,007 0,09+0,005 0,96+0,05
(%10 + %05 +%1.0)
Laktoz + Yeast Ekstrakt + Tripton 0,06+0,004 0,06+0,08 1.05+0,16 0,09+0,004 0,21+0,10 2,30+1,56
(%1.0 + % 0.5 + % 1.0)
Maltoz + Yeast Ekstrakt + Tripton 0,05+0,002 0,89+0,06 17,85+1,25 0,06+0,005 1,49+0,20 24,85+3,29
(%1.0 + %0.5 + %1.0)
Nisasta + Yeast Ekstrakt + Tripton 0,08+0,004 0,96+0,05 13,84+0,84 0,10+0,006 1,06+0,05 13,85+0,81
(%10 + % 1.0 + %1.0)
Nisasta + Yeast Ekstrakt + Tripton 0,08+0,005 0,58+0,07 7,31+£0,92 0,09+0,003 1,37+0,13 13,73+1,36
(%1.0 + %02 + % 1.0)
Nisasta + Yeast Ekstrakt + Tripton 0,070,006 0,73+0,05 10,36+0,64 0,10+0,007 1,44+0,21 14,38+2,10
(%1.0 + % 0.5 + %0.5)
Nisasta + Yeast Ekstrakt + Tripton 0,08+0,003 0,54+0,10 6,79+1,30 0,10+0,009 1,28+0,09 12,77+0,90
(%1.0 + %0.5 + %0.2)
Nisasta + Yeast Ekstrakt + NH,Cl 0,07+0,004 0,03+0,01 0,46+0,18 0,10+0,005 0,08+0,02 0,80+0,23
(%1.0 + % 0.5 + %0.5)
Nigasta+ Tripton + NH,CI 0,070,008 0,03+0,008 0,44+0,07 0,09+0,004 0,060,01 0,55+0,10
(%1.0 + % 1.0+ %0.5)
Nisasta + Yeast ekstrakt 0,06+0,006 0,79+0,02 13,51+0,47 0,08+0,004 1,01+0,10 12,63+1,67
(%1.0 + %0.5)
Nisasta + Tripton 0,08+0,007 0,92+0,04 11,48+0,54 0,08+0,005 1,06+0,10 13,32+1,35
(%1.0 + %1)
Nigasta + NH4Cl 0,030,003 0,02+0,001 0,59+0,21 0,03+0,003 0,05+0,01 1,56+0,33
(%1.0 + %0.5)




4.8 Sicaklik ve pH’nin Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Enzimlerin optimum aktivite gosterdikleri sicaklik degerinin belirlenmesi amaciyla,
55°C’de iiretilen a-amilaz enzimlerinin aktivitesi sirastyla 45, 50, 55, 60, 65, 70 ve

75°C’de 6l¢iilmiistir. Elde edilen bulgular sekil 4.10°da gdsterilmistir.
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Sekil 4.10 Farkli sicaklik degerlerinin G.stearothermophilus ve Geobacillus sp.
D413’tin pH:7.0’deki enzim aktivitesi lizerine etkisi

Sekil 4.10°da goriildiigii iizere her iki bakterinin enzim aktivitesi 65 C’ye kadar artmus
olup, en yiiksek aktiviteyi 65 C’de gosterdikten sonra bu degerden itibaren diisiise

gectigi gozlenmistir.

Optimum enzim aktivitesini belirlemek amaciyla pH 4.0, 4.5, 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5,
8.0, 8.5, 9.0, 9.5, 10.0, 10.5 degerlerindeki tamponlarda hazirlanan substratlar
kullanilarak enzim aktivitesi Ol¢lilmiistiir. Optimum pH olarak belirlenen degerdeki
aktivite %100 olarak kabul edilmis olup oransal aktiviteler bu dogrultuda

hesaplanmistir. Sonuglar sekil 4.11°de gosterilmistir.
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Sekil 4.11 Farkli pH degerlerinin G.stearothermophilus ve Geobacillus sp. D413’lin

65°C’de enzim aktivitesi iizerine etkisi

Sekil 4.11°den anlasilacagi gibi standart sus olan G. stearothermophilus’tan elde edilen

a-amilaz enzimi maksimum aktivitesini pH: 7.5’da gosterirken, bu degerden sonraki pH

degerlerinde enzim aktivitesi azalmistir. Geobacillus sp. D413 izolatinin a-amilaz

enzimi ise maksimum aktivitesini pH:9.0 tamponunda gostermistir.

Adhikari vd. (2010) Geobacillus sp. IIPTN ile yaptigi ¢alismada enzim aktivitesi igin

optimum sicakligin 80°C, optimum pH’nin ise 5.0 oldugunu tespit etmislerdir.

Khajeh vd. (2010) yaptiklar bir ¢alismada Geobacillus sp. LH8 izolatindan elde edilen

enzimin maksimum aktiviteyi gosterdigi sicaklik degerinin 80°C, pH degerinin ise 5-7

arasi oldugunu belirlemislerdir.

Bir baska calismada ise Geobacillus thermoleovorans YN susundan elde edilen o-

amilaz aktivitesi i¢in optimum sicakligi 75 C olarak tespit etmislerdir (Soliman vd.

2010).
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4.9 Enzimlerin Sicakhik ve pH Stabilitesi

Standart sus olan G. stearothermophilus ve Geobacillus sp. D413 izolatinin a-amilaz
enzimlerinin termal stabilitesini belirlemek amaciyla enzimler 45, 50, 55, 60, 65, 70 ve
75°C sicakliklarda 10 dakika o6n inkiibasyona ugratilmis ve ardindan buz iizerine

alindiktan sonra aktivite tayini yapilmistir. Elde edilen sonuglar sekil 4.12 - 4.13’de

verilmigtir.
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Sekil 4.12 G. stearothermophilus DSM 22" 12980 a-amilazinin termal stabilitesi

Bagil Aktivite (%)

120
100
80
60
40
20

Geobacillus sp. D413

——D413

Kontrol 45 50 55 60 65 70 75

Sicakhik 0C

Sekil 4.13 Geobacillus sp. D413 a-amilazinin termal stabilitesi
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Sekillerde de goriildiigii gibi standart sus enziminin 45 C 6n inkiibasyon sicakligindan
itibaren aktivitesinde diisiis gozlenmis olmakla birlikte, 75°C sicakliktaki 6n inkiibasyon
sonucunda da aktivitesini %54 oraninda korudugu belirlenmistir. Bunun yaninda D413
izolatinin a-amilaz enzimi ise standart susa gore daha stabil olup, 75 C’de aktivitesini

%65 oraninda korudugu gozlenmistir.

Enzimlerin pH stabilitesinin belirlenmesi amaciyla pH:4.0-10,5 arasindaki farkl
tamponlarda 37 C 15 saat siireyle inkiibasyona birakilmis ve optimum sicaklik ve pH’da

aktivite tayini yapilmistir. Elde edilen sonuglar sekil 4.14 - 4.15° de verilmistir.
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Sekil 4.14 G. stearothermophilus DSM 22" 12980 a-amilazinin pH stabilitesi
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Geobacillus sp. D413
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Sekil 4.15 Geobacillus sp. D413 a-amilazinin pH stabilitesi

Enzimlerin pH stabilitelerinin belirlenmesi amaciyla yapilan ¢alisma sonucunda standart

sus enziminin pH 10,5’da aktivitesini %85 oraninda, Geobacillus sp. D413 izolat

enziminin ise %86,5 oraninda korudugu belirlenmistir.

Yapilan bir ¢alismada Bacillus licheniformis MY 10 susunun a-amilazinin 6zellikleri
incelenerek optimum 75-80°C’de ve pH 5.0-6.5’da aktivite gosterdigi belirlenmistir.
Oransal enzim aktivitesinin 70, 80 ve 90 C’de 30 dakika inkiibasyon sonucu sirastyla

%100, %91.5 ve %59; 60 dakika inkiibasyon sonucu ise sirastyla %92, %68 ve %37.5

oldugu belirlenmistir (Kumar vd. 1990).

Soliman vd. (2010) yaptiklar1 ¢alismada Geobacillus thermoleovorans YN susundan

elde edilen enzimin 70°C’de 60 dakika 6n inkiibasyon sonucunda aktivitesini %95

oraninda korudugunu gostermislerdir.
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5. SONUC

Tez ¢aligmasi kapsaminda Ankara Universitesi Biyoloji Béliimii Mikrobiyoloji
Arastirma Laboratuvarindan temin edilen 6 adet termofilik Geobacillus izolat1 ve 1 adet
standart Geobacillus susunun kati besiyerinde amilaz aktivitesi yoniinden incelenmis ve
en yiiksek amilaz aktivitesine sahip izolat belirlenmistir. Bundan sonraki asamalarda en

yiiksek aktiviteye sahip olarak segilen izolat kullanilmistir.

Secilen yiiksek aktiviteli D413 izolat1 ve standart sus olan G. stearothermophilus DSM
22" ATCC 12980 %]1.0 oraninda nisasta igeren besiyerinde 55°C 150 rpm’de 96 saat

stireyle inkiibe edilmis ve en yiiksek aktiviteyi 72. saatte gosterdigi bulunmustur.

Geobacillus sp. D413 izolatinin yapilan besiyeri pH denemeleri sonucunda enzim
tiretimi i¢in ihtiya¢ duydugu optimum pH’nin 7.0 oldugu tespit edilmistir. Optimum pH
degerinin belirlenmesini takiben enzim iiretimi i¢in gerekli olan optimum sicaklik
degerini belirlemek amaciyla 50, 55 ve 60°C’lerde inkiibasyon yapilmig ve optimum

sicaklik 55°C olarak belirlenmistir.

Enzim {iretimine karbon ve azot kaynaklarinin etkisini aragtirmak tiizere yapilan
calismada ise, nisasta ve maltoz kullanilan besiyerlerinde enzim aktivitesinin en yiiksek
seviyede oldugu, buna karsin siikroz iceren besiyerinde <1.0 U/ml/g seviyesinde,
dekstroz ve laktozlu besiyerlerinde ise =1,0 U/ml/g seviyesinde enzim aktivitesinin
oldugu gozlenmistir. Yapilan literatiir calismalar1 sonucunda, bu duruma sukroz, glukoz
gibi sekerlerin katabolik represyona sebep olarak yol actig1r bulunmustur. Ayrica temel
substrat olarak kullanilan nisastanin besiyerindeki oraniyla aktivitenin dogru orantili

oldugu belirlenmistir.

Azot kaynagt olarak kullanilan tripton, yeast ekstrakt ve amonyum kloridin
besiyerindeki bilesim ve orani degistirilmis; elde edilen sonuglara goére amonyum

kloridin eklenmesi sonucunda ise enzim aktivitesinin yaklasik 1,56 U/ml/g degerine
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diistligii belirlenmistir. Bu sonuca gére amonyum kloridin a-amilaz i¢in inhibitor etkisi
yapti81 tespit edilmistir. Azot kaynaklarinin farkli oranlarda kullanilmasi sonucunda ise
standart susun enzim iiretiminin tripton ve yeast ekstraktin oraninin diisiliriilmesine
paralel olarak azaldig1, ancak Geobacillus sp. D413 izolatinin enzim {iretiminin standart

susa oranla daha stabil kaldig1 belirlenmistir.

a-Amilaz enziminin optimum aktivite gosterdigi sicaklik ve pH degerinin bulunmasi
amaciyla yapilan calismalar sonucunda ise standart sustan elde edilen enzimin optimum
aktivitesini 65°C ve pH:7.5 degerinde gosterdigi belirlenirken, D413 izolatindan elde
edilen enzimin ise optimum aktivite gosterdigi sicaklik ve pH degeri sirasiyla 65°C ve

9.0 oldugu tespit edilmistir.

Sicaklik ve pH stabilitesinin belirlemesi amaciyla 45-75 C sicakliklarda ve pH: 4.0-10.5
arasinda stabilite ¢caligmalar1 yapilmistir. Geobacillus sp. D413 izolatindan elde edilen
o-amilaz enziminin aktivitesini, 75°C sicaklikta %65, pH:10,5 degerinde ise % 86,5

oraninda korudugu tespit edilmistir.

Sonug olarak; yapilan bu ¢alisma ile Geobacillus sp. izolatinin a-amilaz iiretim kosullari

kismen optimize edilmistir.
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