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Bu calismada Mersin ve Karatas deniz kokenli izole edilen Bacillus sp. suslarindan elde
edilen amilaz enziminin izolasyonu ve karakterizasyonu yapilmistir. Aragtirmada, enzimin optimum
sicaklik ve pH kosullari, pH ve sicaklik kararliligi, farkli kimyasallarin enzim aktivitelerinin
sonuglart  belirlenmis, SDS-PAGE zimogram ve ince tabaka kromatografisi analizleri
gercgeklestirilmis ve ZB28 amilaz enziminin antimikrobiyal aktivitesini aragtirilmistir.

Bacillus sp. ZB28 susuna ait amilaz enziminin SDS-PAGE zimogram analizinde 272, 160,
124, 74 ve 68 kDa agirliklarda bes farkli aktivite bolgesi belirlenmistir. Enzimin pH 9.0 ve 60°C’de
en yiiksek aktivite gostermistir.

Bacillus sp. ZB28 amilaz enziminin pH 6'da %99, pH 7'de ise %97 aktivite gosterdigi
gozlemlenmistir. Bu bulgular, enzimin hafif asidik ve ndtr pH kosullarinda neredeyse tiim
aktivitesini korudugunu tespit edilmis. ZB28 amilaz enzimi, 60 dakika siiren 6n inkiibasyon
isleminin ardindan 0°C-60°C araliginda orijinal aktivitesinin %97.42'sini koruyarak yiiksek stabilite
sahipken NaCl’iin varliginda genel olarak diisiik aktivite gostermektedir. Zn?**, EDTA ve SDS gibi
inhibitorler enzimi biiyiik 6l¢lide inhibe ederken, B-merkaptopetanol ile aktivitesi artmustir.

Spesifik aktivite analizlerine gore, Bacillus sp. ZB28 susunun 10.31 U/mL enzim iirettigi
belirlenmistir. Protein miktar1 tayini sonucunda ise, Bacillus sp. ZB28 amilaz enziminin protein
konsantrasyonu 0.003 mg/mL olarak tespit edilmistir.

Ince tabaka kromatografisi analizi sonucunda nisasta molekiillerini glikoz, maltoz ve
maltotrioz gibi oligosakkaritlere doniistiirmesi saptanmis ve kismi saflastirilmis Bacillus sp. ZB28
amilaz enzimi, Staphylococcus aureus ve Escherichia coli ‘ye karsi antibakteriyel aktivite
gosterirken, Campylobacter jejuni ve Pseudomonas aeruginosa tizerinde smirli etki gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Antibakteriyel, Amilaz, Bacillus sp., Enzim aktivitesi.
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ABSTRACT

In this study, Bacillus sp. isolated from Mersin and Karatas marine origin. The amylase
enzyme obtained from the strains was isolated and characterized. In the research, optimum
temperature and pH conditions of the enzyme, pH and temperature stability, results of enzyme
activities of different chemicals were determined, SDS-PAGE zymogram and thin layer
chromatography analyzes were performed and the antimicrobial activity of the ZB28 amylase
enzyme was investigated.

Bacillus sp. In the SDS-PAGE zymogram analysis of the amylase enzyme of the ZB28 strain,
five different activity regions with weights of 272, 160, 124, 74 and 68 kDa were determined. The
enzyme showed the highest activity at pH 9.0 and 60°C.

Bacillus sp. It was observed that the ZB28 amylase enzyme showed 99% activity at pH 6
and 97% activity at pH 7. These findings showed that the enzyme retained almost all its activity in
slightly acidic and neutral pH conditions. While the ZB28 amylase enzyme has high stability,
preserving 97.42% of its original activity in the range of 0°C-60°C after a pre-incubation process
lasting 60 minutes, it generally shows low activity in the presence of NaCl. While inhibitors such as
Zn**, EDTA and SDS largely inhibited the enzyme, its activity increased with -mercaptopetanol.

According to specific activity analyses, Bacillus sp. It was determined that the ZB28 strain
produced 10.31 U/mL enzyme. As a result of protein amount determination, Bacillus sp. The protein
concentration of ZB28 amylase enzyme was determined as 0.003 mg/mL. As a result of thin layer
chromatography analysis, it was determined that it converts starch molecules into oligosaccharides
such as glucose, maltose and maltotriose, and partially purified Bacillus sp. While ZB28 amylase
enzyme showed antibacterial activity against Staphylococcus aureus and Escherichia coli, it had
limited effect on Campylobacter jejuni and Pseudomonas aeruginosa.

Keywords: Antibacterial, Amylase, Bacillus sp., Enzyme activity.
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1 GIRIS

Mikroorganizmalarin biyokatalitik potansiyeli, bilesenlerinin biyokimyasal temelleri tam
olarak anlasilmadan yiizyillardir ekmek, sarap, sirke ve diger yaygin firlinlerin {iretiminde
kullanilmistir. Mikrobiyal enzimler, bitki ve hayvan enzimlerine kiyasla daha yiiksek kararlilik, daha
iyi katalitik aktivite ve liretim ile optimizasyon kolayliklar1 sunduklarindan, endiistri ve tipta yaygin
olarak kullanilmakta ve bu yiizden biiyiik ilgi gérmektedir. Azaltilmis isleme siiresi, diisiik enerji
tiikketimi, maliyet etkinligi, toksik olmama ve ¢evre dostu 6zellikleri nedeniyle enzim kullanimi, gida,
tarim, kimya ve ila¢c gibi ¢esitli endiistrilerde hizla yayginlagmaktadir. Mikrobiyal enzimler,
endiistriyel ve evsel atiklardaki toksik kimyasal bilesenleri (fenolik bilesikler, nitritler, aminler vb.)
bozunma veya doniisiim yoluyla etkili bir sekilde parcalayabilir (Raveendran ve ark., 2018).

Uygun kosullar saglandiginda, enzimler dogal ortamlarinin disinda da etkili olabildikleri igin
bircok alanda faydalanma imkani1 sunar. Ayrica, enzimler maliyetleri Onemli Olclide
diisiirdiiklerinden, gida, yem, tarim, kagit, deri ve tekstil gibi ¢esitli endiistrilerde yeni uygulamalarda
yaygin olarak kullanilmaktadir (Beilen ve Li 2002).

Son birka¢ on yilda, mikrobiyal enzimlerin biyoproseslerdeki kullanimi, yiiksek katalitik
aktiviteleri ve kararliliklar1 sayesinde hizla yayginlasti. Mikroorganizmalardan iiretilen enzimler
diinya capinda izolasyon, saflastirma, karakterizasyon ve uygulamalar acgisindan kapsamli sekilde
incelenmistir. Mikrobiyal enzimler, gida, ilag¢ ve biyoteknoloji endiistrileri gibi ¢esitli alanlarda genis
bir uygulama yelpazesine sahiptir. Ticari olarak, bakteri ve mantarlardan elde edilen pek ¢ok
rekombinant enzim, ¢esitli biyoproseslerde kullanilmaktadir. Ayrica, metagenomik ve genomik gibi
modern teknikler, katalitik 6zelliklerin molekiiler diizeyde daha da gelistirilmesine olanak taniyarak
yeni mikrobiyal enzimlerin kesfedilmesini saglar (Singh ve ark., 2016).

Amilazlar, en nemli ve en eski endiistriyel enzimlerden biri oluip nisasta molekiillerini
dekstrinler gibi ¢esitli ince iiriinlere hidrolize eden hidrolazlardir ve giderek daha kiiclik glikoz
polimerleri {iretirler. Biiyilkk amilaz dizileri, nisastanin tamamen pargalanmasinda goérev yapar.
Ancak, en cok talep géren a-amilazlar, molekiiliin i¢ kismindaki a-1,4 glikozidik baglar1 hidrolize

eder (Gupta ve ark., 2003).

1.1 Bacillus Cinsi

Bacillus cinsi, Bacillaceae familyasina ait Gram pozitif (bazi tiirlerinde degisken)
bakterilerdir ve genellikle aerobik veya fakiiltatif anaerobik ozellikler gosterirler. Cubuk seklinde
olup, spor olusturan bu bakteriler genellikle mezofilik olup, baz tiirleri psikrotrofik ve termofilik
ozellikler de gosterebilir. Endospor olusturma yetenegine sahip bu bakteriler, Vejetatif hiicreler,
boyutlart 0,5x1,2 um ile 2,5x10 um arasinda degisen, uglar1 yuvarlak ya da kare olan yapilardir.
Ortamda bazen ciftler halinde ya da zincir seklinde bir araya gelebilirler. Bacillus cinsine ait

bakterilerin koloni morfolojisi oldukg¢a cesitlilik gosterir. Genellikle beyaz veya krem renkli



koloniler olustururlar, ancak baz tiirlerde sari, pembe, turuncu ve siyah pigmentli kolonilere de
rastlanabilir (Kalayli ve Beyatli, 2003).

Bacillus bakterileri peritrikdz kamgilara sahip olup, bu nedenle hareketlidirler. Tiim tiirleri
endospor olusturur ve endosporlar oval, yuvarlak veya silindirik olabilir. Bacillus'lar bir¢ok zorlu
kosula kars1 yiiksek direng gosterir ve sicaklik, pH ve tuzluluk gibi ¢evresel faktorlere karsi
toleranslan yiiksektir. Gelisebildikleri minimum sicaklik araligi 25 °C ile 75 °C arasinda degisir.
Genellikle katalaz pozitif olan bu bakteriler, kemoorganotrofi metabolizmas1 gosterir ve hem
fermantatif hem de oksijenli solunum yapabilirler. Kolayca kiiltiire edilebilirler ve yapisal olarak

heterojenlik gostermezler (Holt ve ark., 1994).
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Sekil 1.1. Bacillus sp.min 151k mikroskobundaki goriintiisii
https://en.wikipedia.org/wiki/Bacillus subtilis Gram.jpg 23.07.2023

Sekil 1.2. Bacillus sp.'nikelektron mikroskobundaki gOrilintlsii
https://www.sciencephoto.com/media/996366/view/bacillus-subtilis-sem jpg 23.07.2023

Bacillus tiirleri, ozellikle proteolitik enzimler ve karbohidrazlar agisindan onemli bir
kaynaktir. Endiistriyel uygulamalarda biiyiik 6neme sahip olan Bacillus amyloliquefaciens, 1943
yilinda Japon arastirmact Fukumoto tarafindan toprakta kesfedilmistir. Bu bakteriye, sivilastirici
amilaz liretme yeteneginden dolayr ismi verilmistir. Bacillus amyloliquefaciens'ten elde edilen

iiriinler arasinda dogal antibiyotik olan barnase proteini, deterjan sanayisinde kullanilan proteaz
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subtilisin, DNA arastirmalarinda kullanilan BamH1 restriksiyon enzimi ve nisasta hidrolizi i¢in
kullanilan a-amilaz enzimi yer alir (Priest ve ark., 1987).

Yaklasik elli tiire sahip olan Bacillus cinsinde, endosporun hiicre i¢indeki konumu
degiskenlik gosterebilir; spor hiicrenin merkezinde ya da ug¢ kisimlarinda bulunabilir. Endospor,
vejetatif hiicreden daha dar veya daha genis olabilir. Bacillus tiirleri, sekerleri fermente ederek asit
iiretirler, bu siiregte gaz olusumu gézlemlenmez. Proteinleri amonyak iiretimi esliginde parcalayarak
kokusmaya neden olurlar. Bu tiirler, Nutrient Agar, Trypticase Soy Agar, Brain Heart Infusion ve
Kanli Agar gibi besiyerlerinde etkili bir sekilde iirerler. Ayrica, organik asitler, sekerler ve alkol
iceren karbon kaynaklari ile amonyum igeren nitrojen kaynaklari iceren sentetik ortamlarda da

basarili bir sekilde gelisirler (Kalkan ve Halkman, 2006).

1.2 Nisasta

Bitkiler, giines 1s1gindan gelen enerjiyi kimyasal enerjiye doniistiiren fotosentez siireci
sonucunda nisasta iiretir. Nigasta, karanlik donemlerde solunum igin bir depolama bilesigi olarak
yapraklardaki plastidlerde sentezlenmektedir. Ayrica, uzun siireli bir depolama bilesigi olarak
yumrularda, tohumlarda ve kdklerde bulunan amiloplastlarda da sentezlenir. Bu son organellerde,
biiyiik miktarlarda nisasta suda ¢éziinmeyen graniiller halinde birikir (Robyt, 1998; Hazaa, 2018).

Nisasta, C1 oksijeni araciligiyla birbirine bagli glikoz birimlerinden olusan bir polimerdir ve
bu bag glikozidik bag olarak bilinir. Bu glikozidik bag, yiiksek pH'ta kararlidir fakat diisiik pH'ta
hidrolize olur. Polimerik zincirin sonunda gizli bir aldehit grubu bulunur ve bu grup indirgeyici ug
olarak adlandirilir. Nisasta, iki tip glikoz polimerinden olusur: (i) amiloz ve (ii) amilopektin. Amiloz,
6000'e kadar glikoz biriminden olusan ve a,1-4 glikozidik baglan i¢eren dogrusal bir polimerdir.
Polimerizasyon derecesi (DP) olarak da bilinen glikoz kalintilarinin sayisi, kaynaga baglh olarak
degisir. Ornegin, patates veya manyok nisastasindan elde edilen amilozun DP degeri 1000-6000
arasinda degisirken, misir veya bugday amilozunun DP degeri 200-1200 arasinda degismektedir.
Nisastalarin ortalama amiloz igerigi %0 ile %75 arasinda degisebilir, fakat tipik olarak %20-25
civarindadir. Amilopektin, 10-60 glikoz iinitesinden olusan kisa a,1-4 bagl dogrusal zincirler ile 15-
45 glikoz fiinitesinden olusan a,1-6 bagli yan zincirlerden olusur. Amilopektindeki dallanma
noktalarinin ortalama sayis1 %5'tir. Tam bir amilopektin molekiilii ortalama olarak yaklagik
2.000.000 glikoz tinitesi igerir ve bu nedenle dogadaki en biiyiik molekiillerden biridir (John, 1987;
Tatar 2007).

1.3 Mikrobiyal Enzimler

Mikrobiyal kaynaklarin mevcut olmasi, bu enzimlerin gelistirilmesini biiyiikk Glgiide
miimkiin kilmistir. Mikroorganizmalar, ekonomik olarak iiretilebildikleri ve genetik olarak
iyilestirilmeye uygun olduklar1 i¢in biiyiik ilgi gérmektedir. Mikrobiyal enzimler, bir¢ok bitki ve

hayvan enziminin yerini almistir. Gida, igecek, ilag, deterjan, tekstil, deri, kimyasallar, biyoyakit,



hayvan yemi, kisisel bakim, kagit hamuru, teshis ve tedavi gibi bir¢ok endiistride kullanim alan
bulmustur (Sanchez ve Demain, 2017).

Genomik ve metagenomik gibi yeni molekiiler yontemler, mikroplardan yeni enzimlerin
kesfi i¢in kullanilmaktadir. Rekombinant DNA teknolojisinin gelisimi, enzim iiretim seviyelerinde
biiyiik bir etkiye sahip olmus ve endiistriyel agidan énemli mikrobiyal, bitki ve hayvan enzimlerinin
agir1 tiretimini mimkiin kilmistir. Diinya enzim pazarinin %350-60'min rekombinant enzimler
tarafindan karsilandigi tahmin edilmektedir (Singh ve ark, 2016).

Endiistriyel enzimlerin yaklagik %901 mikroorganizmalar tarafindan iiretilmektedir. Bunun
baslica nedenleri, mikrobiyal enzimlerin daha yiiksek katalitik aktiviteye sahip olmalari,
dayanikliliklarinin yiiksek olmasi, ekonomik olarak avantaj saglamalari, toksik etki yaratmamalari
ve biiyiik miktarlarda iiretilebilmeleridir. Ayrica, birgok mikrobiyal enzimin Bacillus tiirleri ve alt
tiirleri tarafindan sentezlendigi bilinmektedir, bu da bu bakterilerin dogada yaygin bir sekilde
bulunmalarin1 saglar. 1970'lerden bu yana, endiistriyel o-amilaz {iretiminde B. subtilis, Bacillus
amyloliquefaciens, B. stearothermophilus ve B. licheniformis gibi Bacillus tiirleri kullanilmaktadir

(Ortakaya ve Agiiloglu Fincan, 2019).

1.4 Tedavide Kullamlan Baz1 Antibakteriyel Enzimler

Insan hastaliklariyla miicadele igin terapdtik ajanlarin belirlenmesi ve gelistirilmesi uzun
yillardir aragtirmanin ana odak noktasi olmustur. Biyoteknolojideki son ilerlemeler, enzimlerin
biyofarmasotik olarak kullanilma potansiyelini artirmigtir. Enzimler, biyofarmasdtikler olarak
yiiksek substrat 6zgiilliigli ve afinitesi, diisiik toksisite ile etkili kataliz ve minimum yan etki gibi
avantajlar1 saglamaktadir (Vachher ve ark., 2021).

Tedavi amach kullanilan antibakteriyel enzimleri agiklamak istedigimiz zaman ilk &nce
enzibiyotikler terimi tanimlamakla baslanir. Enzibiyotikler bakteriyel hiicre duvarlarini hedef alan
ve onlart yok eden enzim tabanli antibiyotiklerdir. Bu enzimler, ozellikle bakteriyel hiicre
duvarindaki peptidoglikan gibi yapisal bilesenleri parcalayarak bakteriyel hiicrelerin 6liimiine neden
olur. Enzibiyotikler, bakteriyel enfeksiyonlar1 tedavi etmek i¢in kullanilan bir antibiyotik sinifidir ve

su Ozelliklere sahiptir:

1. Hedef Segicilik: Enzibiyotikler genellikle bakteriyel hiicre duvarinin belirli bilesenlerini
hedef alir, bu da onlar1 diger hiicre tiirlerinden ayirir ve yan etkileri minimize eder.

2. Dogal ve Sentetik Kaynaklar: Enzibiyotikler hem dogal kaynaklardan (6rnegin, bazi
bakteriler ve mantarlar) hem de sentetik olarak laboratuvar ortaminda {iretilebilir.

3. Kullanim Alanlar1: Enzibiyotikler, 6zellikle antibiyotiklere direngli bakterilere karsi etkili

olabilecekleri i¢in 6nemli bir tedavi segenegi olarak aragtirilmaktadir.



Enzibiyotikler, antibiyotiklerin etkinligini artirmak ve antibiyotik direncini azaltmak
amaciyla gelisen bir arastirma alani olarak one ¢ikmaktadir (Dams ve Briers, 2019; Kaur ve ark.,

2020).

1.4.1 Lizinler

Lizinler veya endolizinler (EC 3.2.1.17), Gram pozitif bakterileri enfekte eden ¢ift sarmalli
DNA bakteriyofajlar1 tarafindan kodlanan enzimlerdir. Genellikle bir hiicre duvar1 baglayici alan
(CBD) ve bir katalitik alan igeren tek bir polipeptit zincirinden olusurlar. Bu iki alan, esnek bir
baglayici ile birbirine baglidir. Peptidoglikan tabakasini ayrigtirarak peptidoglikan hidrolaz olarak
islev goriirler. Fajin litik dongiisii sirasinda, enfekte olmus bakterilerde dogal olarak iiretilir ve
holinler tarafindan olusturulan zar hasarlar1 yoluyla peptidoglikan tabakasina yayilir. Sonrasinda,
peptidoglikan1 keserek bakteriyi yok eder ve yeni fajlarin salinimini saglar.

Endolizinler, 6zellikle antibiyotiklere direncli bakterilere karsi etkili olmalari nedeniyle, yeni
ilag preparatlarinin gelistirilmesinde kullanilmaktadir. Klinik arastirmalar, enzibiyotiklerin
enfeksiyonlar1 tedavi etme potansiyelini degerlendirmektedir (Borysowski ve ark., 2006; Diez-

Martinez ve ark., 2015).

1.4.2 Otolizinler

Otolizinler veya N-asetilmuramoil L-alanin amidazlar (EC 3.4.24.38), bakteriyel hiicre
duvarindaki peptidoglikan tabakasinin N-asetilmuramik asit ve L-alanin arasindaki amid bagin
kesen ve lretici bakteri hiicresinin kendisi tizerinde etkili olan bir enzim tiiriidiir. Bu enzimler,
bakteriyel hiicre duvarinin doniisiimii ve olgunlagmasi gibi kritik bakteriyel siireclerle iligkilidir.
Potansiyel enzimbiyotikler olarak, bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilma olasilig1 vardir.

Peptidoglikan hidrolazlar olarak islev gorebilen ¢esitli enzimler arasinda, bakteriyofaj kodlu
otolizinler, bakteriyel amidazlar, 6karyotik glutatyonilspermidin amidaz, NLP-/P60 ailesi proteinleri
ve glutamil L-diamino endopeptidazlar bulunur. Bu enzimler, korunan amidaz motiflerini igerir.
Antibakteriyel 6zellik gosteren ilk otolizin, Streptococcus pneumoniae suslarindan elde edilen LytA

amidazidir (Xu ve ark., 2020).

1.4.3 Lizozimler

Lizozimler veya B-1,4-N-asetilmuramidazlar (EC 3.2.1.17) peptidoglikan tabakasindaki N-
asetilmuramik asit ve N-asetilglukozamin arasindaki -1,4 glikozidik baglarini spesifik olarak keser.
Bu baglar1 hidrolize ederek bakteriyel hiicre duvarinin biitiinliiglinii bozarak hiicrenin 6liimiine neden
olurlar. Lizozimler genellikle 129 amino asitten olusan ve ylizeyinde derin bir yarik bulunan
kompakt, kiiresel bir protein yapisina sahiptir. Bu yapisal 6zellikleri, bakteriyel hiicre duvarindaki
peptidoglikan alt birimlerinin enzimle etkilesimini ve kesilmesini kolaylastirir. Lizozimler gesitli

mikroorganizmalar tarafindan iretilir ve ayrica hayvan viicut sivilarinda, Ornegin tiikiiriikte,
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gbzyasinda ve yumurta akinda bulunur. Lizozimler, bakteriyel enfeksiyonlarn tedavi etmekte ve

mikrobiyal kontrol uygulamalarinda kullanilabilir (Pushkaran ve ark., 2015; Vachher ve ark., 2021).

1.4.4 Kolajenaz

Kolajenaz, kollajen proteinlerinin yapisindaki peptid baglarmi keserek kollajeni parcalar.
Kollajen, bag dokularinda bulunan ve hiicreleri destekleyen bir protein oldugundan, kolajenaz bu
proteinin yapisint bozarak mikroorganizmalarin etkilerini sinirlamada 6nemli bir rol oynar.
Genellikle metaloproteaz sinifina ait bir enzimdir ve yapisinda ¢inko gibi metal iyonlar: igerir. Bu
metal iyonlari, enzimin aktif bolgesinde bulunarak kollajen molekiillerine baglanmasini ve
kesilmesini saglar. Kolajenazlar, cesitli kaynaklardan elde edilebilir olmasina ragmen en yaygin
olarak Clostridium histolyticum gibi bakterilerden iiretilir. Ayrica, baz1 hayvan dokularindan ve
mikroorganizmalarin kiiltiirlerinden de elde edilebilir. Kolajenazlar, 6zellikle travmatik cerrahi
islemler ve yanik tedavilerinde kullanilir. Ayrica, kolajenazlar, bakteriyel enfeksiyonlarin
tedavisinde, yara iyilesmesini hizlandirmak ve 6lii dokular1 temizlemek i¢in de kullanilir. Ayrica,
kolajenazlar, kozmetik endiistrisinde de cilt bakim {iriinlerinde kullanilabilir (Pal ve Suresh, 2016;

Pequeno ve ark., 2019).

1.4.5 L-asparaginaz

L-asparaginaz, ( L -asparagin amidohidrolaz, EC 3.5.1.1) Il-asparagin amino asidini
amonyak ve asparat bilesenlerine parcalar. Bu islem, bakteriyel hiicrelerin biiylimesi ve gogalmasi
icin gerekli olan l-asparaginin azalmasina neden olur. Ozellikle, l-asparaginaz, I-asparagini bitirerek
bakteriyel hiicrelerin hayatta kalmasini engeller ve bakteriyel enfeksiyonlarin kontrol altina
almmasina yardimci olur. L-asparaginaz iki alt birimden olusan bir tetramer yapidadir. Enzim, 1-
asparagini hidrolize edebilmesi i¢in aktif bdlgelerinde belirli bir yapisal diizenlemeye sahiptir. L-
asparaginaz cesitli bakterilerden, 6zellikle Escherichia coli ve Erwinia chrysanthemi gibi patojenik
bakterilerden {iretilir. Ayrica, bu enzim laboratuvar ortaminda rekombinant DNA teknolojisi
kullamilarak da iiretilebilir. L-asparaginaz, genellikle kanser tedavisinde kullanilir. Ozellikle 16semi
tedavisinde, kanser hiicrelerinin l-asparagin liretimini engelleyerek onlarin 6liimiine neden olur. Bu
ozelligi, l-asparaginazi kanser tedavisinde etkili bir ara¢ yapar. Ayrica, bazi bakteriyel
enfeksiyonlarin tedavisinde ve biyoteknolojik uygulamalarda da kullanilabilir (Baruch ve ark., 2014;
Vimal ve Kumar, 2018).

1.5 Amilazlar

Uluslararas1 Biyokimya Birligi'ne gore, a-amilaz eter hidrolaz grubunda siniflandirilir ve o-
1,4 glukanglukanohidrolaz (E.C.3.2.1.1) olarak adlandirilir. Hidrolaz enzimleri, C-O, C-N, C-C ve
fosforik anhidrit baglar1 gibi belirli baglarin hidrolitik yolla koparilmasini katalize eder. Sistematik

|

isimlendirmede "hidrolaz" terimi kullanilirken, pratikte ise substratin sonuna "-az" eki eklenir.



Amilazlar, hidrolaz grubuna dahil olup, nisasta ve glikojen gibi molekiilleri hidrolize eden
enzimlerdir (Baran 2001).

Amilazlar, nisasta molekiillerindeki glikozidik baglar1 hidrolize ederek dekstrinler ve
oligosakkaritler tireten dnemli hidrolaz enzimleridir. Bu enzimler, glikozit hidrolaz ailesi 13 (GH-
13) iiyesidir. Nisastadaki o-1,4-glikozidik baglar, amilazlar tarafindan hidrolize edilir. ilk amilaz,
1833 yilinda Anselme Payen tarafindan izole edilmistir. Amilazlar iki tiire ayrilir: ekzo-amilazlar ve
endo-amilazlar. Ekzo-amilazlar, nisastanin indirgeyici olmayan ucunu hidrolize ederken, endo-
amilazlar nisasta molekiilii icindeki glikozidik baglar1 hidrolize eder. Biyoteknolojide, amilaz
mikroorganizmalardan elde edilen ve bir¢cok endiistriyel uygulamada kullanilan 6nemli bir enzimdir.
(Farooq ve ark., 2021).

Amilazlarin tarihi, 1811 yilinda Kirchhoff'un nisastay1 parcalayan ilk enzimi kesfetmesiyle
baglamistir. Bunu, sindirim amilazlar1 ve malt amilazlar1 hakkinda yapilan birkag rapor izlemistir.
Cok daha sonra, 1930 yilinda Ohlsson, malttaki nisasta sindirim enzimlerini enzim reaksiyonuyla
iiretilen anomerik seker tiiriine gére a- ve B-amilazlar olarak simiflandirmay1 6nermistir (Gupta ve
ark., 2003).

Mikroorganizmalardan elde edilen amilazlar, bitki ve hayvan amilazlarina kiyasla daha
kararli olduklar igin genis bir endiistriyel kullanim yelpazesine sahiptir. Mikroorganizmalarin
amilaz iiretiminde kullanilmasinin en biiyiik avantaji, ekonomik olarak biiyiikk 6l¢ekli {iretim
yapabilme kapasitesidir ve ayrica mikroplarin istenen yapidaki enzimleri elde etmek i¢in kolayca
manipiile edilebilmesidir. Nigasta parcalayict amilolitik enzimler, gida, fermantasyon, tekstil ve kagit
endiistrilerinde biyoteknolojik sektorde biiylik 6nem tasimaktadir. Her ne kadar amilazlar bitkiler ve
hayvanlar gibi ¢esitli kaynaklardan elde edilebilse de mikrobiyal kaynaklardan elde edilen enzimler
genellikle endiistriyel talepleri karsilar ve son 30 yilda gida ve i¢ecek endiistrisine 6nemli katkilarda
bulunmustur (Sidhu ve ark., 1997; Arikan ve ark., 2003; Gurung ve ark., 2013).

Endoamilazlar, amiloz veya amilopektin zincirinin i¢ bolgelerindeki o-1,4 glikozidik
baglarini pargalayabilir. a-Amilaz (EC 3.2.1.1), bu gruba ait bilinen bir 6rnektir ve hem Arkea hem
de Bakteri alemine ait bircok mikroorganizma tarafindan sentezlenir (Pandey ve ark., 2000; Gupta
ve ark., 2003).

Ikinci grup enzimler olan ekzoamilazlar, ya yalnizca B-amilaz (EC 3.2.1.2) gibi a-1,4
glikozidik baglarim keser, ya da amiloglukosidaz, glukoamilaz (EC 3.2.1.3) ve a-glukozidaz (EC
3.2.1.20) gibi hem a-1,4 hem de a-1,6 glikozidik baglarimi parcalar. Ekzoamilazlar, amiloz veya
amilopektinin ugtaki glikoz kalintilarina etki ederler ve bu nedenle sadece glikoz (glukoamilaz ve o-
glukozidaz) ya da maltoz ve B-limit dekstrin (B-amilaz) iiretirler. Ayrica, B-amilaz ve glukoamilaz,
serbest kalan maltozun anomerik konfiglirasyonunu o formundan  formuna cevirir (Anonymous

1988; Pandey ve ark., 2000).



1.5.1 o-Amilaz

EC 3.2.1.1, a-amilaz enziminin komisyon numarasidir ve olarak enzimin bilimsel ad1 a-1,4-
glukan-4-glukanohidrolaz olarak bilinir. a-amilaz, yiiksek hayvanlar, bitkiler ve mikroorganizmalar
tarafindan salgilanan bir metaloenzimdir, yani diizgiin ¢alismasi i¢in ihtiya¢ duydugu kalsiyum
metalini yardimci faktor olarak kullanir. a- D -(1,4) glikozidik bagi kesen ve terminal glikozu ve a-
1, 6-baglantilarin1 hidrolize eden bir endo-amilaz olup substratt da nisastadir. Sicaklik ve diger
kosullar enzim aktivitesini biiyiik 6l¢ilide etkiler. a-amilaz, pH 7,0'da optimum sekilde etki eder. a-
Amilaz, substrata baglanmasina yardimci olan ve aktivitesinde oldukca spesifik olmasini saglayan
iic boyutlu bir yapiya sahiptir. a-Amilaz, 512 amino asit (57,6 kDa molekiiler agirlik) igeren tek bir
oligosakkarit zincirinden olugmaktadir. a-Amilazin A, B ve C olmak iizere {i¢ alan1 mevcuttur.
Bunlarin arasinda en biiyiigii A alani olup fi¢1 seklinde olan (B/a) g siiper yapisina sahiptir. B, C ve
A alani arasinda bulunan ikinci alandir. Disiilfiir kopriileri A alanin1 C alanina baglar ve C alaninin

islevi hala bilinmemektedir (Reddy ve ark., 2003; Farooq ve ark., 2021).

1.5.2 B-Amilaz

B-amilaz (EC 3.2.1.2), 1,4-a-D-glukan maltohidrolaz, glikojenaz ve sakkarojen amilaz gibi
farkli adlarla da bilinir. Bu enzim, bakteri, mantar ve bitkiler tarafindan sentezlenir. Indirgeyici
olmayan uglardan etki ederek, her seferinde a-1,4 glikozidik baginin hidrolizini katalizleyerek iki
glikoz tnitesi olan maltozu serbest birakir. Meyveler olgunlasirken, B-amilaz enzimi nisastay1
maltoza doniistiirerek olgun meyvenin tatli aromasinin ortaya ¢ikmasini saglar. Hem a-amilaz hem
de B-amilaz tohumlarda bulunur; B-amilaz ¢imlenmeden Once inaktif formdadir, ancak ¢imlenme
basladiginda a-amilaz ve proteazlar aktif hale gelir. Birgok mikroorganizma, nisastay1 hiicre diginda
pargalayabilmek i¢in amilaz dretir. Hayvan dokularinda B-amilaz bulunmaz; ancak bu enzim,
sindirim sistemindeki mikroorganizmalar arasinda yer alabilir. f-amilazin en etkili ¢alistigi pH

araligi 4 ile 5 arasindadir. (Mikami ve ark., 1993).

1.5.3 y-Amilaz

v-Amilaz (EC 3.2.1.3), diger amilazlardan farkli olarak, birincil islevi a-1,6-glikozidik
baglar1 hidrolize etmektir. Ayrica, amiloz ve amilopektin igerisinde bulunan indirgeyici olmayan -
1,4-glikozidik baglar1 hidrolize ederek glikoz meydana getirir. y-Amilazin optimum pH degeri 3'tiir,
bu nedenle asidik ortamda en etkili sekilde ¢alisir (Gurung ve ark., 2013; Farooq ve ark., 2021).

1.6 Amilaz Enzimin Baz1 Endiistriyel Uygulamalar
a-Amilaz, ticari olarak kullanilan ilk enzimdir. 1905 yilinda Japonya'da tekstil endiistrisinde
hasil ¢ozmek amaciyla Aspergillus oryzae kiiltiirinden o-amilaz enzimi tretilmistir. Boiden ve

Effornt, 1908 ve 1915 yillarinda hasil ¢6zme igin bakteriyel amilaz iretim yOntemine patent
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almiglardir. 1939'da Japonya'da B. subtilis tiiriinden a-amilazin endiistriyel iiretimine baglanmustir.
Ardindan, a-amilaz enzimi nisasta igleme sektoriinde sivilagtirma ajani olarak kullanilmaya
baslamistir. 1959 yilinda ise, a-amilaz ve amiloglukosidaz kullanilarak nisastadan toz ve kristal
dekstrozun endiistriyel {iretimi gergeklestirilmistir (Sarikaya, 1995).

Giiniimiize kadar hem Tiirkiye'de hem de diinya genelinde enzimler, 6zellikle amilaz enzimi
iizerinde iiretim, uygulama ve niteliklerin belirlenmesi konusunda bircok arastirma
gerceklestirilmistir. Artan kullanim alanlar1 sayesinde, enzim iiretiminin yaklasik %30u
amilazlardan olugmaktadir (Maarel ve ark., 2002). Cizelge 1.1.’de Amilazlarin uygulama alanlar

goriilmektedir.

Cizelge 1.1. Amilazlarin uygulama alanlari

Sanayi Enzim Islev Mikroorganizmalar

Pigirme Amilaz Un ayari, ekmek yumusakligi Bacillus tiirleri

Maltojenik Ekmeklerin raf émriinii uzatin Bacillus stearothermophilus
a-Amilaz
Icecek o- Amilaz Nisasta hidrolizi Bacillus tiirleri
B-Amilaz
Kagt Amilaz Miirekkep giderme, Kagidin yazma Bacillus licheniformis
hamuru kalitesini yilikseltmek amacryla,
ve kagit nisastanin seker olusumu olmadan
siv1 hale getirilmesi.

Deterjan Amilaz Karbonhidrat lekesi ¢ikarma Bacillus subtilis
Deri Amilaz Lif ayirma Bacillus subtilis
Atik Amilaz Sebze atiklarinin biyoremediasyonu B. licheniformis

Yo6netimi

Tekstil Amilaz Yiiksek sicakliklarda araliksiz Bacillus tiirleri
hasillama siireci hizlama
Seker Amilaz Glikoz, fruktoz ve maltoz iireten Bacillus tiirleri
6zsudaki lifleri pargalayarak
filtrasyonu saglama.

1.6.1 Nisasta Endiistrisinde Kullanim

Nisasta endiistrisi, nisastay1 fruktoz ve glikoz suruplarina doniistiiren sivilastirma isleminde
amilazlarin en yaygin kullanim alanlarina sahiptir. Nisastanin tamamen enzimatik doniisiimii, nigasta
graniillerinin ¢6ziinmesiyle viskoz bir siispansiyonun olusmasini saglayan jelatinlesme siirecini
icerir. Bu stireg, kismi hidroliz ve viskozite kaybini kapsayan sivilastirma ile baslar ve ardindan daha
fazla hidroliz ile glikoz ve maltoz iiretimini iceren sakarifikasyon asamasi gelir (Gomes ve ark.,
2003).

1.6.2 Gida Endiistrisinde Kullanim
Amilaz, firincilik, bira iiretimi, kek yapimi, sindirim yardimcilari, meyve sulari ve nisasta
suruplarinin  hazirlanmas: gibi iglenmis gida endiistrilerinde yaygin olarak kullanilmaktadir.

Ozellikle a-amilazlar, firmcilik endiistrisinde ekmegin bayatlamasini geciktirdigi ve raf dmriinii (2-



3 giin) uzattig1 i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu enzimler, genellikle nisastay1 daha kiiciik
dekstrinlere doniistiirmek i¢in ekmek hamuruna eklenir ve bu dekstrinler maya tarafindan daha ileri
diizeyde fermente edilir. a-amilaz, fermantasyon hizin1 artirir ve hamurun viskozitesini azaltir, bu da
iiriiniin hacminde ve dokusunda iyilesmelere yol acar (Van Der Maarel ve ark., 2002; Gurung ve
ark., 2013).

o-Amilaz enzimi, meyve suyu endistrisinde oOzellikle elma ve armut sularinin
berraklastirilmasinda kullanilir. Meyveler tam olgunlasmadan toplandiginda, i¢inde hala nisasta
bulundugu icin meyve suyunda bulaniklik meydana gelir. Bu sorun, ortama a-amilaz ekleyerek

giderilmektedir (Eksi, 1988).

1.6.3 Kagit Endiistrisinde Kullanim

a-amilazlarin kagit hamuru ve kagit endiistrisindeki ana kullanimi, kaplamali kagidin
nisastasinin modifikasyonunu igerir. Bu islem, diisiik viskoziteli ve yliksek molekiiler agirlikli
nisasta iiretmeyi amaclar. Kaplama islemi, k&gidin yiizeyini piiriizsiiz ve saglam hale getirerek yazma

kalitesini artirir (Van Der Maarel ve ark., 2002; Gurung ve ark., 2013).

1.6.4 Deterjan endiistrisi

Enzimlerin deterjan formiillerinde kullanilmasi, deterjanlarin zorlu lekeleri daha etkili bir
sekilde ¢ikarmasina yardimci olur ve ¢evre dostu olmasini saglar. Amilazlar, enzimatik deterjan
formiilasyonlarinda kullanilan ikinci enzim tliriidiir ve sivi deterjanlarin %90'm1 bu enzimler
olusturur. Bu enzimler, patates, sos, muhallebi ve ¢ikolata gibi nisastali gidalarin kalintilarini
dekstrinler ve diger daha kiigiik oligosakkaritlere doniistirmek amaciyla ¢amasir ve bulagik
deterjanlarinda kullanilmaktadir. Amilazlar, daha diisiik sicakliklarda ve alkali pH ortamlarinda
aktivite gosterir, deterjan kosullar altinda gerekli kararlilign korur. Ayrica, amilazlarin oksidatif
kararlilig, yiiksek oksidasyon kosullarina sahip deterjanlarda kullanilmalari i¢in 6nemli bir kriterdir.
Nisastanin yiizeylerden temizlenmesi, beyazlik saglama agisindan 6nemli rol oynamaktadir (Souza

ve Magalhaes, 2010).

1.6.5 Tekstil Endiistrisinde

Amilazlar, tekstil endiistrisinde hasil sokme islemlerinde kullanilmaktadir. Kumas
iiretiminden Once ipliklere, nigasta gibi hasil maddeleri eklenerek hizli ve gilivenli bir dokuma iglemi
saglanir. Hasil sokme, nisastanin kumastan uzaklastirildigi siirectir ve dokuma sirasinda ¢ozgii
ipliginin kopmasini 6nlemek i¢in gili¢lendirici bir ajan olarak islev goriir. a-amilazlar, nisastay1 segici

bir sekilde ¢ikararak lifleri etkilemeden temizler (Aygan, 2008; Ahlawat ve ark., 2009).
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1.6.6 Alkol Uretiminde

o-Amilaz enzimi, alkol iiretiminde Kritik bir rol iistlenir. Alkol {iretimi i¢in hammadde olarak
kullanilan nigastali malzemeler, a-amilaz ve amiloglukozidaz enzimleri araciligryla islenir. Nigasta
yeterince parcalandiktan sonra, ortam mayalarla inokiile edilerek fermantasyon asamasina gegilir

(Wiseman, 1987).

1.7 Elektroforez

Elektroforez, elektriksel bir alanda yiiklii taneciklerin hareketini ifade eder ve ayn1 zamanda
cozeltideki iyonlarin elektrik akiminin etkisiyle meydana gelen hareketlerini tanimlamak igin
kullanilir. Molekiillerin elektriksel alandaki hareketi, elektrik akiminin siddeti, net yiik, molekiiliin
sekli, coOzeltinin iyonik giicli, viskozite ve sicaklik gibi faktorlere baglidir. Molekiiliin yiik
biiylikliigli, gd¢ hizin1 belirler. Farkli yiiklerdeki proteinler, zit yiikteki elektrotlara dogru hareket
ederken cesitli hizlarda ayrilirlar, bu sayede elektriksel alanda birbirlerinden ayrilirlar. (Yildirim ve
ark., 2007).

Elektroforez, elektriksel olarak yiiklenmis taneciklerin elektriksel alan i¢inde hareketini
tamimlar. Amino asitler, peptidler, proteinler, niikleotidler ve niikleik asitler gibi biyomolekiiller,
iyonlasabilen gruplara sahip olduklarindan, belirli pH seviyelerine sahip ¢ozeltilerde elektriksel
olarak ya katyon (+) ya da anyon (—) formunda bulunurlar. Bu yiiklii tanecikler, tasidiklar net yiike
bagli olarak, elektriksel alanin etkisi altinda ya anoda ya da katoda dogru hareket ederler (Lin ve ark.,

2007; Yildirim ve ark., 2007).

1.7.1 Dogal (Native) Jel Elektroforezi

Dogal jellerde genellikle %7,5 oraninda poliakrilamid kullanilir; ancak bu tiir jellerde SDS
(sodyum dodesil siilfat) ve B-merkaptoetanol bulunmadigi i¢in proteinler denatiire olmaz. Bu
nedenle, proteinler 6rnek yiikleme tamponunda SDS olmadigindan, jelin pH’ma bagli olarak kendi
yiiklerine gore analiz edilirler. Dogal proteinlerin ayrilmasi, bu proteinlerin elektroforez
kosullarindaki pH'ya bagli olarak sahip olduklart yiik yogunluklarina ve jelin elek etkisi nedeniyle
molekiiler boyutlarina gore gerceklesir. Bu baglamda, dogal proteinlerin elektroforetik hareketliligi
hem proteinin elektriksel yiikiine hem de molekiiler kiitlesine baglidir. Proteinin elektriksel yiikii ise,
amino asit kompozisyonu ve translasyon sonrasi modifikasyonlar: tarafindan belirlenir (Tuncer,

2009).

1.7.2 Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE), protein karigimlarinin
bilesenlerini ayirmak i¢in en yaygin analitik yontemlerden biridir. Ayrica, bir proteinin safiyetini
elektroforetik yontemle degerlendirmek neredeyse zorunlu hale gelmistir. SDS-PAGE, proteinlerin

jel matrisi boyunca %1'den daha az farklilik gosteren elektroforetik hareketliliklerini ve molekiiler
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boyutlarindaki degisiklikleri kullanarak proteinleri ayirir. Bu teknik, ayn1 zamanda proteinlerin
molekiiler agirliklarini tahmin etmede de etkili bir aragtir (Scopes, 1993; Kusoglu, 2019).

Protein ve peptidlerin elektroforetik ayriminda en sik kullanilan destek malzemesi
poliakrilamiddir. Poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE) yonteminde, akrilamid molekiilleri, capraz
baglayici molekiiller araciligiyla kovalent baglar olusturarak poliakrilamid yapisini olusturur.
Polimerizasyon islemi kimyasal ya da fotokimyasal olarak gerceklestirilebilir. Kimyasal
polimerizasyon i¢in amonyum persiilfat, fotokimyasal polimerizasyon iginse riboflavin
kullanilmaktadir. Her iki yontemde de N,N,N’,N'-Tetrametiletilendiamin (TEMED) katalizor olarak
islev goriir (Tuncer, 2009).

Protein ve peptidlerin denatiire olmadan dogal formlarinda kullanildig1 yap1 ve/veya aktivite
ile ilgili calismalarda ve ¢ok sayida protein igeren karigimlarin ayrilmasinda dogal jel elektroforezi
tercih edilmektedir. Ancak bu yontemde, molekiillerin sekli ve yiiki, jeldeki gocii etkiledigi igin
proteinlerin ger¢ek molekiiler agirliklart belirlenememektedir.

SDS-PAGE, kesintili bir tampon sistemi kullanir. Numunenin hazirlandigi tampon Tris-HCI,
jelin galigtig1 tampon ise Tris-glisin olup, pH degerleri sirasiyla 6.8 ve 8.3’tiir. Bu tampon sistemleri,
hem bilesim hem de pH ag¢isindan farklilik géstermektedir. Kesintili tampon sistemleri, numunenin
iyi ¢Oziiniirliiglini korurken jel kuyucuklarma daha fazla numune yiiklenmesine olanak tanir. Bu
yontemle, asir1 yiiklenen protein karigimlar1 6nce yigici jelde ince bantlar halinde "paketlenir" ve
ardindan tiim proteinler ayni anda ¢oziicii jele gecer (Ornstein, 1964).

Sistemin bir diger avantaji, sodyum dodesil siilfat (SDS) adli bir deterjan ve proteinleri
denatiire etmek i¢in kullanilan indirgeyici ajanlarin kullanilmasidir. SDS, proteinlere giiglii ve sabit
bir oranda baglanir; her 2 amino asit kalintist i¢in 1 dodesil siilfat molekiilii baglanmaktadir

(Reynolds ve Tanford, 1970).

1.8 Kromatografi

Kromatografi, 20. yiizyilin baslarinda Rus botanik¢i Mikhail Tswett tarafindan
kesfedilmistir. Tswett, cesitli pigmentleri iceren bir ¢ozeltiyi, kalsiyum karbonatla doldurulmus bir
cam kolondan gegirerek basariyla ayirmistir. Ayrilan bilesenler, kolonda renkli bolgeler olusturarak
birbirinden ayrilmistir. Bu ayirma yontemine "kromatografi" adini vermistir; bu terim, renkli fotograf
anlamina gelmektedir. Son 50 y1l i¢cinde kromatografi teknikleri ve uygulamalar1 dnemli ilerlemeler
kaydetmistir. Bu alandaki katkilaridan dolay1 A.J.P. Martin ve R.L.M. Synge, 1952 yilinda Nobel
Odiilii'nii kazanmstir (Skoog ve West, 1981).

Kromatografi, kompleks karigimlardaki cesitli bilesenleri ayirma ve tanimlama yetenegi
saglayan bir dizi ayirma yontemidir ve bilim insanlariin ¢aligmalarini kolaylastirir. Kromatografik
tekniklerin tiimiinde iki temel faz bulunur: "sabit faz" ve "hareketli faz." Karisimdaki bilesenler,

hareketli faz tarafindan tasimirken sabit faz {izerinde farkli hizlarda hareket ederler. Bu hiz
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farkliliklar1, bilesenlerin sabit faz iizerinde ayrisarak gruplar halinde ilerlemesine neden olur ve
boylece karigim i¢cindeki maddeler birbirinden ayrilir (Skoog ve West, 1981).

Kromatografi, molekiil i¢eren bir akiskanin bir kat1 ytizeyden, gézenekli bir yataktan veya
bir katmandan ge¢mesi prensibine dayanir (Wilson, 1966). Akiskan bu yiizeylerle temas ederken,
icindeki molekiiller kendilerine 6zgii 6zelliklerine gore ayrilir. Molekiillerin ayrilmasim etkileyen
faktorler arasinda molekiil agirlig, afinite, hidrofobiklik, adsorpsiyon (sivi-kati) ve boliinme (sivi-
stvi) gibi 6zellikler bulunur. Bu farkliliklar nedeniyle, baz1 molekiiller akiskanla birlikte daha hizli
hareket ederken, digerleri daha uzun siire duragan fazda kalir. Bu durumda kromatografik tekniklere

dayali i¢ farkli bilesen su sekilde 6zetlenebilir;

e  Sabit Faz: Bir kat1 faz tarafindan adsorbe edilen kat1 veya siv1 bir katmandan olusur.
e  Mobil Faz: Gaz veya sivi1 olabilen bir akigkandir.

o Aynlmig molekiiller (Kdle, 2024)

1.9 ince Tabaka Kromatografisi (TLC)

TLC (ince Tabaka Kromatografisi), hareketli fazin siv1 oldugu ve sabit fazin diiz bir plaka
iizerindeki ince bir malzeme tabakasindan olustugu bir sivi kromatografi tiiriidiir. Bu ince malzeme
tabakasina sorbent denir. Hareketli faz, gelistirme ¢oziiciisii olarak bilinir ve ¢dzlinen maddeleri sabit
faz boyunca tagir. C6ziinen maddenin sabit faz boyunca hareket hizi, hareketli fazin ¢6ziineni ¢ozerek
ve plaka boyunca yukari tagirken uyguladigi kuvvet ile sorbentin ¢oziineni ¢ozeltiden ¢ekip geri
sorbente ¢ekerken uyguladigi direng arasindaki dengeye baglidir. Molekiiller, ¢6ziinen madde tekrar
tekrar emilip desorbe edildikge plaka boyunca dur-kalk hareketiyle ilerler. Bu nedenle, ¢dziinen
maddenin yalnizca kiigiik bir kismi1 her an hareket halindedir, ancak her noktada ortalama bir mesafe
kateder. Ayr1 bolgeler, bireysel parcaciklarin rastgele dalgalanmalari ve hareketleri ile sorbentin
yiizeyindeki diizensizlikler nedeniyle yayilma gosterir. Sorbente kuvvetli bir sekilde baglanan
maddeler daha yavas hareket ederler ¢iinkii sorbent i¢inde daha fazla zaman gecirirler. Daha hizli
hareket eden maddeler ise sorbent tarafindan daha az c¢ekilir, hareketli fazda daha ¢Oziiniir hale
gelirler ve bu fazda daha fazla zaman gegirirler. Bu nedenle, farkli 6zelliklere sahip bilesikler,
coziinenlerin sorbent ve hareketli faz ile ¢esitli etkilesimleri kullanilarak birbirinden ayrilabilir (Fried

ve Sherma, 1999; Santiago ve Strobel, 2013; Bele ve Khale, 2011).
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Sekil 1.3. Ince Tabaka Kromatografisi

1.10 Calismanin Amaci
Bu c¢alismada, amilaz enzim {ireticisi deniz kokenli Bacillus sp. susunun izolasyonu
gerceklestirilmis, en iyi iiretici susun secilmesi ve iiretilecek enzimin karakterizasyonu ile amilaz

enzimine ait antimikrobiyal etkinin arastirilmas1 hedeflenmistir.
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2 ONCEKI CALISMALAR

Mamo ve Gessesse (1999), Termofilik Bacillus sp. susu WNI11'in hiicresiz kiiltiir st
stvisindan iki a-amilaz, Amy I ve Amy II, homojenlige kadar saflagtirilmistir. Amy I'in molekiil
agirhigr 76 kDa, Amy II'nin ise 53 kDa olarak belirlemislerdir. 60°C'de ham nisasta enzim dozunda,
Amy I'in ham patates ve misir nisastasini hidroliz yiizdesi sirastyla %77 ve %44 iken, Amy II'nin ise
%82 ve %37'dir. Her iki enzimin de optimum sicakligir 75-80°C'dir ve 80°C'de 4 saat inkiibasyon
sonrasinda orijinal aktivitelerinin yaklagsik %50'si korunmustur. Enzimler pH 5,5'te optimum aktivite
gosterir ve 5,5-9,0 pH araliginda stabildir. Hg**, Cu** ve Fe** varliginda enzim aktivitesi inhibe
edilirken, Zn** varliginda herhangi bir inhibisyon gozlenmedigini bildirmislerdir.

Arabaci (2011), Ankara ve Tuz Golii'nden izole edilen alkalifilik Bacillus sp. suslarindan
amilaz enzimi elde edilmis ve karakterize etmistir. Bacillus sp. NCA35 amilaz enziminin molekiiler
agirligl, SDS-PAGE zimogram analizi ile 205 kDa olarak belirlemistir. Enzim, optimum aktivitesini
25°C ve pH 8.0'de gostermektedir. 10-40°C arasinda 30 dakika inkiibasyonda, aktivitesinin yaklasik
%96's1n1 korurken, 25°C'de 24 saat boyunca ortalama %53 stabil kalmistir. Enzimin aktivitesi, %3
NaCl ile 60 dakika inkiibasyonda %56 oraninda korunmustur. Ayrica, %1 B-merkaptoetanol enzimin
aktivitesini %103 oraninda artirirken, 5SmM BaCl,, EDTA, CaCl,, NaCl, ZnCl,, MnCl,, 3mM PMSF
ve 8M iire sirastyla %27, %42, %35, %43, %40, %36, %41 ve %58 oraninda inhibe etmistir. ince
tabaka kromatografisi analizi sonucunda, reaksiyon iriinlerinin glikoz, maltoz ve maltoz tiirevli
oligosakkaritler oldugu tespit etmistir.

Batur ve Aygan (2015), Kahramanmarag topraklarindan izole edilen Bacillus sp. A-3, pH
5.0-7.0 araliginda enzim sentezi gerceklestirmis ve maksimum amilolitik aktivitesini 37°C ve pH
6.5'te gostermistir. SDS-PAGE analizi sonucunda enzimin molekiiler agirligi 53.94 kDa olarak
belirlenmistir. Enzimin optimum pH araligi 6.0-6.5, optimum sicakligi ise 35°C'dir ve 25-65°C
arasinda ortalama %68 rolatif aktivite gostermektedir. Enzim, 40°C'ye kadar termostabildir.
Kimyasallarm etkisi incelendiginde, en yiiksek kalan aktivite %93 ile KCl'de, en diisiik aktivite ise
%0.8 ile EDTA'da gbézlemlenmistir.

Sajid ve ark (2016), Bacillus sp. MTZ-1, gesitli parametreler altinda amilaz {iretimi agisindan
incelemisler. Maksimum enzim aktivitesi, 96 saatlik inkiibasyondan sonra pH 7'de oldugunu
bildirmisler. Enzim preparatlari, ¢esitli bakteriyel patojenlere (VRE, Bacillus subtilis, Pseudomonas
sp., Acinetobacter sp., EPEC, MRSA, Klebsiella sp., Shigella sp., Staphylococcus epidermidis, E.
coli ve S. aureus) kars1 antibakteriyel aktivite gosterdigini bulmuslardir. Ayrica, Aspergillus niger,
A. flavus, A. terreus, Penicillium sp., Rhizopus sp., Trichophyton tonsurans ve Mucor sp. gibi bir¢ok
fungal patojene kars1 antifungal aktiviteye sahip oldugunu bildirmisler.

Simair ve ark (2017), nisasta agar ortaminda amilaz iireten deniz mikroorganizmalari
incelemislerdir. Deniz suyu ve topraktan izole edilen 50'den fazla bakteri susu, amilaz iiretimi

acisindan taramuslardir.  Bacillus sp. BCC 021-50'nin en iyi amilaz dretimini sagladig
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belirlemislerdir. Fermantasyon kosullar1 optimize edilerek 5211 U/mL amilaz konsantrasyonu elde
edilmis. Bu sonug, 20 g/L. melas ve 10 g/L. pepton kullanilarak 50°C'de ve pH 8,0'da 36 saatlik
inkiibasyonla elde edilmis. Ham amilaz, 70°C ve pH 7,50'de maksimum aktivite gdsterdigini
bildirmislerdir. Ayrica, enzim alkali pH'ta, yiiksek sicakliklarda, siirfaktanlar, oksitleyiciler ve
agartma maddeleri gibi kosullarda stabilite avantajlari sagladigini bulmuslar

Kaya ve Enez (2019), Topraktan izole edilen dort Bacillus susundan a-amilaz izole edip
karakterize etmislerdir: Bacillus cereus WYSO01, Bacillus thuringiensis VITLWI1, Bacillus
thuringiensis ES2I3P ve Bacillus cereus TG16. Arastirmada, tiim bakterilerin en yiiksek enzim
iiretimini 36. saatte, pH 7.0 ve 40°C'de gerceklestirdigi bulunmustur. En yiiksek spesifik aktivite
Bacillus cereus WYSO01'de gozlenmistir. Bacillus thuringiensis VITLW1, Bacillus thuringiensis
ES213P ve Bacillus cereus TG16'nin en yiiksek aktiviteyi 40°C'de gosterirken, Bacillus cereus
WYSO01 60°C'de en yiiksek aktiviteyi sergilemistir. Tiim mikroorganizmalar pH 7.0'da en yiiksek a-
amilaz aktivitesini sagladigini bildirmistir. Calisma, bu bakterilerden elde edilen amilazin endiistriyel
ve biyoteknolojik agidan 6nem tasidigini vurgulamistir.

Ozcan ve Ozdemir (2020), Nigde ili Ulukisla ilgesi Ciftehan bolgesindeki kaplicadan alinan
toprak drneklerinden a-amilaz aktivitesine sahip Bacillus bakterisi izole etmisler ve Bacillus sp. GA4
olarak adlandirmislar. Bacillus sp. GA4'lin a-amilaz enziminin optimum pH degeri 6.0-8.0 olarak
belirlenmis ve optimum sicaklig1 50°C olarak tespit edilmistir. Enzim, 40°C'de 30 dakika inkiibasyon
sonrasinda tam aktivitesini korurken, 50°C ve 60°C'de ayni siire sonunda sirastyla %21 ve %37
oraninda aktivite kayb1 yagamistir. MgCl, ve FeSOs, enzim aktivitesini sirasiyla %13 ve %12
oraninda artirirken, CuSQs, CaCl, ve EDTA, enzim aktivitesini sirastyla %81, %38 ve %33 oraninda
inhibe etmistir. SDS-PAGE zimogram analizi sonucunda enzimin molekiiler agirlig1 yaklasik 55 kDa
olarak belirlenmistir.

Ozdolap (2021), Cukurova Universitesi yerleskesindeki toprak orneklerinden o-amilaz
enzimi tireten Bacillus suslari izole etmis ve Bacillus sp. ZF4 ve Bacillus sp. A4 olarak
adlandirmistir. Bacillus sp. ZF4'in a-amilazi, optimum pH 6.0 ve 40°C'de en yiiksek aktiviteyi
gosterirken, Bacillus sp. A4'in a-amilaz1 pH 8.0 ve 40-50°C araliginda en iyi aktivite oldugunu
bulmustur. Bacillus sp. ZF4'in a-amilaz1 70°C'de 15 dakika inkiibasyon sonrasinda tiim aktivitesini
korurken, bu sicaklik degerinden sonra hizli bir aktivite kaybi oldugunu bildirmistir. Bacillus sp.
A4'in o-amilaz1 ise 70°C'ye kadar biiylik olgiide stabil kalmig, 80°C'den sonra aktivite kaybi
hizlanmstir. Her iki enzim de SDS ve Co varliginda yiiksek aktivite seviyelerine ulagsmis, ancak
CaCl,, MgCl, ve EDTA her iki enzim i¢in de inhibe edici etkiler gdstermistir. Zimogram analizi, her
iki enzimin de yaklagik 105.4 kDa molekiiler agirliga sahip oldugunu bulmustur.

Aslan ve ark (2021), Bingél ili Binkap sicak su kaynaklarindan izole edilen bakteriler
iizerinde proteaz ve amilaz enzimlerinin karakterizasyonu yapmuslardir. Iki bakteri susu, 4NK ve
SNK, su ve toprak orneklerinden elde etmislerdir. Her iki bakteri de Gram pozitif ve ¢ubuk

seklindedir. Optimum pH degerleri her iki bakteri i¢in 6.0 olarak belirlenmis, optimum iireme
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sicakliklar ise sirasiyla 40°C ve 45°C bulmusglardir. 4NK bakterisinin proteaz ve amilaz enzimlerinin
iretiminde en yiiksek aktivite sirasiyla 18. saatte (195.80 U/mg) ve 15. saatte (428.33 U/mg)
gozlenmistir. Proteaz ve amilaz enzimlerinin optimum pH’lar 8.0, sicakliklar1 ise sirasiyla 40-50°C
ve 50-60°C olarak belirlemislerdir. SNK bakterisinin proteaz ve amilaz liretimindeki optimum stire
ise 24. saatte, proteaz i¢in 260.93 U/mg ve amilaz i¢in 380.58 U/mg olarak tespit etmislerdir. Bu
bakterinin proteaz ve amilaz enzimlerinin optimum pH’1 8.0 ve sicaklig1 50°C olarak bulmuslardir.
Al-Gbur1 (2023), Bagdat'taki hastanelerden toplanan 112 6rnek arasinda balgam, idrar, diski,
yara, yanik ve hastane atiklar1 bulunmaktaydi. Bu 6rneklerden 21 Bacillus subtilis izolat1 elde edilip
tanimlanmis. Bu izolatlar, proteaz enzimi iiretme kapasitelerine gore test edilmis ve cesitli
derecelerde proteaz iiretimi gostermis. Proteaz iiretiminin optimum kosullarin1 belirlemek i¢in B8
izolat1 secilmis. Bu izolatla optimum karbon, azot, fosfor kaynaklari, pH ve sicaklik kosullari
belirlenmis. Proteaz enzimi, belirlenen optimum kosullarda dort asamada saflagtirilmis her asamada
spesifik aktivite, protein konsantrasyonu ve toplam aktivite Ol¢lilmiis. Son olarak, saflastirilan

enzimin bir¢ok patojenik bakteriye kars1 antimikrobiyal etkileri incelenmistir.
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3 MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal

Bu ¢aligmada, dogal ortamdan izole edilen Bacillus tiirleri igin ¢esitli laboratuvar
ekipmanlar1  kullanilmigtir. Bunlar arasinda su banyosu, sogutmali santrifiij,
spektrofotometre, ¢alkalamali inkiibator, otoklav, hassas terazi, etiiv ve steril hava akish
kabin bulunmaktadir. Ayrica bakteri izolasyonu, enzim iiretimi ve karakterizasyonu i¢in

Asagidaki besi yerleri ve ¢ozeltiler materyal olarak secilmis ve kullanilmistir.

3.1.1 Bakteri izolasyonu ve Tamimlamasinda Kullamlan Besiyerleri

NI Agar
Deniz suyundan bakterilerin izolasyonu, saf kiiltiir elde edilmesi, stoklanma iglemi gibi

asamalari igin kullanilmustir (Arikan, 2008).

Cizelge 3.1. N1 Besi Yerinin igerigi

Besi Yeri Bilesimi g/L

Pepton 10

Et oziitii 10
Maya 5 5
Glukoz 1
Agar 15

M9 Nisasta Agar
Izole edilen Bacillus suslarm nisastay1 hidroliz yeteneklerinin saptanmasi icin kullanilmistir

(Aygan, 2008).

Cizelge 3.2. M9 Besi Yerinin Icerigi

Besiyeri Bilesimi g/L
Na;HPO4.7H,0 6
KH,PO4 3
NaCl 0.5
NH4Cl 1

MgS04.7H,0 0.24

CaCl.2H.O 0.24
Pepton 3
Nisasta 10
Agar 15
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3.1.2 Kullanilan Cozeltiler
NaOH Cozeltisi

Besiyerlerinin pH’sin1 ayarlamak ve tampon ¢ozeltileri hazirlamak icin 0.2 N, 2 N ve 3 N

NaOH c¢ozeltileri hazirlanip kullanilmistir (Aiba ve ark., 1983).

Etanol
S1vi besiyerlerinde iretilen enzimin ¢oktiiriilmesi ve kismi saflagtirilmasi igin %96’l1k etanol

kullanilmistir. Etanol, kullanilmadan 6nce -33°C'de sogutulmustur (Srivastava, 1987).

Liigol

Kat1 besiyerinde amilaz aktivitesinin belirlemek i¢in kullanilmistir. Potasyum iyodiir ve iyot
cam havan icerisinde ezilir. 100 mL distile suyun bir kism1 azar azar cam havan igerisindeki iyot
karisim iizerine ilave edilerek ¢oziindiiriiliir. Bir miktar distile su cam havan icerisindeki iyodun
tamamini ¢oziindiirmek ve cam havani temizlemekte kullanilir. Tiim iyot ¢oziindligli zaman, siseye

aktarilir. Hazirlanan karisim kullanilmadan once 20 kat sulandirilmistir (Arikan ve ark., 2003).

Cizelge 3.3. Liigol Soliisyonunun Igerigi

Bilesimi g /100mL
fyot 7g
Potasyum iyodiir 3g
Distile Su 100 mL

Sodyum-Fosfat Tamponu (0.1 M, pH 7.0)
Coktiirme isleminden elde edilen enzimin ¢oziilerek siispansiyon elde etmek amaciyla pH’s1

7.0 olan 0.1 M sodyum fosfat tamponu kullanilmisgtir.

Sodyum-Fosfat Tamponu

Enzimlerin pH 6.0-8.0 araligindaki aktivite seviyelerini belirlemek i¢in sodyum fosfat
tamponu kullanilmustir. Istenen pH degerine sahip sodyum fosfat tamponunu hazirlamak igin, 0.2 M
NaH,PO4 ve 0.2 M Na;HPO4.7H,0O ¢ozeltileri uygun hacimlerde distile su ile karstirilmistir.
(Temizkan ve Arda, 2008; Arabaci, 2011).
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Cizelge 3.4. Fosfat Tamponunun Igerigi

pH 0.2 M NaH,POs 0.2 M Na,HPO, Distile su (mL) Tolam hacim
(27.8 g/L) (mL) (53.65 g/L) (mL)
(mL)
6.0 87.7 12.3 100 200
6.5 68.5 315 100 200
7.0 39.0 61.0 100 200
7.5 16.0 84.0 100 200
8.0 53 94.7 100 200

Glisin-NaOH Tamponu
Enzimlerin pH 8.5-10.5 araligindaki aktivitelerini belirlemek amaciyla, 0.2 M Glisin ve 0.2
M NaOH ¢dzeltileri ile distile su uygun oranlarda karigtirilarak istenilen pH degerine sahip tampon

hazirlanmigtir (Temizkan ve Arda, 2008; Arabaci, 2011).

Cizelge 3.5. Glisin-NaOH Tamponunun Icerigi

pH 0.2 M NaOH (8 0.2 M Glisin Distile su (mL) Tolam hacim

g/L) (mL) (15.01 g/L) (mL)
(mL)

8.5 4.0 50 146 200

9.0 8.8 50 141.2 200

9.5 22.4 50 127.6 200

10.0 32.0 50 118 200

10.5 45.5 50 104.5 200

Borax-NaOH Tamponu

Enzimlerin pH 11.0-13.0 araligindaki aktivitelerini belirlemek amaciyla kullanilmistir. Bu
tamponu hazirlamak i¢in, 50 mL 0.05 M Boraks (19.05 g/L) ¢ozeltisine istenilen pH degerine
ulagmak i¢in 0.2 M NaOH veya daha yiiksek pH degerleri i¢in 2 N NaOH eklenmistir. Son olarak,
hacim 200 mL'ye tamamlanana kadar distile su ilave edilmistir (Temizkan ve Arda, 2008; Arabaci,

2011).
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Cizelge 3.6. Borax-NaOH Tamponunun Igerigi
0.05 M Boraks 0.2 M NaOH/ Distilesu @ Tolam hacim

pH (19.05 g/L)) 2 N NaOH (mL) (mL)
(mL) (mL)

11.0 50 X X 200

11.5 50 X X 200

12.0 50 X X 200

12.5 50 X X 200

13.0 50 X X 200

Dinitro Salisilik Asit (DNS)
Enzim aktivitesini durdurmak ve indirgen seker miktarini belirlemek amaciyla kullanilmustir.
Bunun i¢in, 1 g DNS 50 mL distile suda ¢oziildiikten sonra, 30 g K-Na-Tartarat ve 20 mL 2N NaOH

eklenmis, ardindan hacim distile su ile 100 mL'ye tamamlanmustir. (Aiba ve ark., 1983).

3.1.3 Enzimin Alt Unite Tayininde Kullamlan Cozeltiler

Si1gir Serum Albumini (BSA) Stok Cozeltisi
1 mg BSA, 1 mL distile suda ¢oziilerek stok ¢ozelti hazirlanmistir. Bu stok ¢ozelti, BSA

(Arabaci, 2018; Bradford, 1976).

Glukoz Stok Cozeltisi
1 mg glukoz, 1 mL distile suda ¢oziilerek hazirlanmistir. Bu ¢ozelti, glukoz kalibrasyon
grafigi i¢in gereken cesitli glukoz konsantrasyonlarini elde etmek amaciyla kullanilmistir (Arabaci,

2018; Bradford, 1976).

Renklendirme Cozeltisi

Renklendirme ¢ozeltisi, karigimdaki protein konsantrasyonunu belirlemek igin
kullanilmistir. Bu ¢6zeltinin hazirlanmasi igin 0.1 g Coomassie Brilliant Blue G-250 boyas1 50 mL
etanolde ¢oziilmiistiir. Uzerine 100 mL % 85°lik fosforik asit ilave edilerek son hacim 200 mL olacak
bicimde saf su ilave edilmis. Cozelti, kaba filtre kagidindan siiziiliip koyu renkli bir siseye
aktarilmistir. (Arabaci, 2018; Sahutoglu ,2013; Spector, 1978; Bradford, 1976)
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3.1.4 SDS-PAGE isleminde Kullanlan Soliisyonlar

Soliisyon A (Akrilamid Soliisyonu)

Cizelge 3.7. A Soliisyonun Icerigi.

Bilesimi g/100mL
Akrilamid 29.2¢
Bisakrilamid 08¢

dH,0 100mL

Akrilamid ve bisakrilamid tartilarak bir cam kapta karistirilir ve iizerine bir miktar
distile su eklenir. Karisim tamamen ¢oziindiikten sonra, son hacmi distile su ile 100 mL'ye
tamamlanir. Elde edilen soliisyon koyu renkli bir siseye aktarilir ve +4°C'de saklanir (Bollag
ve ark., 1996). Akrilamid ve bisakrilamid toksik maddelerdir; bu nedenle, hazirlik ve

kullanim sirasinda eldiven ve gozliikk kullanilmalidir.

Soliisyon B (4X)
Ayirici jel hazirlanirken kullanilmistir (Bollag ve ark., 1996).

Cizelge 3.8. B Soliisyonun icerigi

Bilesimi mL/100mL
2 M Tris-HCI (pH 8.8) 75
%10’luk SDS 4
dH;O 21

2 M Tris-HCI’i hazirlamak igin ilk 6nce cam siseye tris konulur ve bir miktar distile suda
¢Oziiliir, sonra hidroklorik asit ile pH’sin1 8.8’e ayarlanip son hacmine distile suyla tamamlanir.

Hazirlanin 2 M Tris-HCI (pH 8.8) ‘i, %10’luk SDS ve dH,O iizerine ilave edip karstirilir ve +4
°C'de saklanir (Bollag ve ark., 1996).

Soliisyon C (4X)
Y1gma jel hazirlamada kullanilmistir (Bollag ve ark, 1996).

Cizelge 3.9. C Soliisyonun Icerigi

Bilesimi mL/100mL
1 M Tris-HCI (pH 6.8) 50
%10’luk SDS 4
dH;O 46
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Ik 6nce 1 M Tris ¢ozeltisi hazirlamr ve pH’sm1 6.8 e aylamak igin hidroklorik asit ilave
edilip son hacmini distile su ile tamamlanir. Soliisyon C’yi hazirlamak i¢in 1 M Tris-HCI (pH 6.8)’1,

%10’luk SDS ve dH,O ilave edip karistirilir ve +4 °C'de saklanir (Bollag ve ark., 1996).

Amonyum Persiilfat (AMPS) (%10)
AMPS c¢ozeltileri kararsiz oldugundan, kullanilmadan hemen 06nce taze olarak

hazirlanmalidir. 0,1 g AMPS, 1 mL su igerisinde ¢ozilindiiriiliir (Tuncer, 2009).

TEMED (N, N, N’, N’-tetramethylene-ethylenediamine)
TEMED (Tetrametiletilendiamin), SDS-PAGE jel polimerizasyonu sirasinda serbest radikal
grup AMPS (Amonyum Persiilfat) ile kullanilan bir gruptur, polimerizasyonun gergeklesmesi i¢in

katalizor gérevi yapar.

Ornek Yiikleme Tamponu (5X)

Cizelge 3.10. Ornek Yiikleme Tamponun Igerigi

Bilesimi Miktari
1 mM Tris-HCI (pH=6.8) 0.6 ml
%10 SDS 2 ml
%35 p-mercaptoethanol 0.5 ml
%50 Glycerol Sml
%1 Bromophenol Blue 1 ml
Distile Su 0.9 ml

Cizelgedeki verilen miktarlara gore ilk Once tris ¢ozeltisi hidroklorik asit ile 6.8 pH ‘ya
ayarlanir sonra SDS, B-merkatoetanol, drneklerin daha yogun olmasini ve jelin altina ¢okmesini
saglamak i¢in glycerol, jeldeki 6rnegin ilerlemesini izlemek i¢in bromofenol mavisi boyasi eklenir
ve son olarak distile su ilave edip karistirilir. Ornek yiikleme tamponu hazirladiktan sonra 4°C’de

saklanabilir (Zhang ve ark., 2009).

Protein Marker (MW: 120-20 kDa)

SDS-PAGE deneyinde 6rneklerin molekiiler agirliginin belirlemek i¢in Thermo Scientific
Prestained Protein Molecular Weight Marker-MANO0011770 olarak kullanilmistir. Protein marker;
120, 85, 50, 35, 25, 20 kDa boyutlarindaki proteinleri ihtiva etmektedir.
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Elektroforez Tamponu
Elektroforez Tamponu SDS-PAGE jel uygulamalar i¢in kullanilan yiiriitme tamponudur.
Nativ jel uygulamalari i¢cin SDS karisimdan ¢ikarilarak ayr1 bir yliriitme tamponu hazirlanir. (Aygan,

2008; Bollag ve ark., 1996).

Cizelge 3.11. Elektroforez Tamponun igerigi

Bilesimi g/LL
Tris 3
Glycine 14.4
SDS 1
dH,O 1000mL

Jel boyama (Staining) Soliisyonu
Jeldeki protein bantlarin1 boyamak i¢in kullanilmistir. (Bollag ve ark., 1996).

Cizelge 3.12. Staining Soliisyonun igerigi

Bilesimi mL/1000mL
Coomassie Brillant Blue R-250 lg
Methanol 450 ml
Acetic Acid 100 ml
dH.O 450 ml

Coomassie Brillant Blue metanol’da iyice ¢oziindiikten sonra filtre kagidindan siiziiliip

iizerine asetik asit ve distile su eklenir. Hazirlanan boya amber sisesinde saklanir.

Jelden Boyay1 Geri Alma (Destaining) Soliisyonu
Jeldeki ayrilmis protein bantlarin net gériinebilmesi i¢in fazla boyay1 uzaklastirma goérevi

yapar.

Cizelge 3.13. Destaining Sollisyonun icerigi

Bilesimi mL/1000mL
Methanol 100
Acetic Acid 100
dH,O 800
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Destaining soliisyonunu hazirlamak igin ilk 6nce bir beher igerisine su eklenir ardindan
yavagga asetik asit eklenip karistirilir ve son olarak metanol ilave edilir. Hazirlanin destaining

soliisyonunu 4°C’de saklanir ve rengi mavi oluncaya kadar kullanilabilir (Bollag ve ark., 1996).

SDS-PAGE Zimogram Analizlerinde Kullanilan Renatiirasyon Soliisyonlart

Soliisyon I: 50 mM Na,HPO,4, 50 mM NaH,PO4 (pH 7.2) ve %40 oraninda izopropanol
eklenerek hazirlanmistir (Arikan ve ark., 2003).

Soliisyon II: 50 mM Na,HPO; ile 50 mM NaH,PO4 (pH 7.2) kullanilarak hazirlanmistir
(Arikan ve ark., 2003).

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

Iyodin Soliisyonu

Zimogram analizinde aktivite bantlarinin goriiniirliigiinii saglamak i¢in kullanilan iyodin
cozeltisi, 5 g iyot ve 50 g potasyum iyodiir (KI) iceren 1 L distile suda ¢oziilerek hazirlanir (Aygan
ve ark., 2014; Arkan ve ark., 2003).

3.1.5 ince Tabaka Kromatografisi Soliisyonlar
Butanol-Asetik Asit-Distile Su

Amilaz enzimine ait hidroliz iirlinlerinin tayin etmek amaciyla hareketli faz olarak
kullanilmistir. Butanol- asetik asit- distile su sirasiyla 3:1:1 v/v/v hacminde hazirlanmistir (Aygan ve

ark., 2014; Arabaci, 2011).

Anilin- Difenilamin-Ortofosforik Asit Cozeltisi
Anilin (%1 v/v) ve difenilamin (%1 w/v) aseton igerisinde ¢oziildiikten sonra karisima,
coOzeltideki konsantrasyonu %10 olacak sekilde ortofosforik asit (v/v) ilave edilerek hazirlanmigtir

(Aygan ve Arikan, 2009).

D-Glikoz Cozeltisi (%4 w/v)

Ince tabaka kromatografisinde son iiriinlerin belirtmek igin standart olarak kullanilmustur.

Maltoz Cozeltisi (%4 w/v)

Ince tabaka kromatografisinde son iiriinlerin belirtmek igin standart olarak kullanilmgtir.

Maltotrioz Cozeltisi (%4 w/v)

Ince tabaka kromatografisinde son iiriinlerin belirtmek igin standart olarak kullanilmustir.
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3.2 Metod
3.2.1 Bakteri izolasyonu ve Identifikasyonu
Deniz Suyundan Bacillus sp. Suslarimin Izole Edilmesi

Mersin ve Karatas denizinden alinan deniz suyu Ornekleri bir hafta -20°C’de bekletip
ardindan deniz suyu 6rneklerinden 1 mL alip pH’s1 7.0 olan 50 mL N1 s1v1 besiyeri iceren tiiplere
ekim yapilip 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon isleminden sonra Bacillus sp. izolasyonu
icin 80°C’de 10 dakika siiresiyle 1s1 soku uygulanmisti.

Ornekler, 37°C’de 24 saat calkalamali inkiibatorde inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun
ardindan, tek koloniler elde etmek amaciyla pH 7.0 olan N1 agar besiyerine yayma ekimi yapilmis
ve 37°C’de 72 saat inkiibe edilmistir. Bu inkiibasyon siiresinin sonunda, agarda farkli morfolojik
ozellikler gosteren tek koloniler ¢izgi yontemiyle N1 agar besiyerine ekilmis ve 37°C’de inkiibe
edilmistir. N1 agar besiyerinde iireyen suslar, sonraki analizler i¢in stok kiiltiir olarak saklanmistir

(Lennete ve ark., 1985).

Bakteri Identifikasyonu
Secilen bakteri Orneklerinin tanimlanmasi i¢in gram boyama ve spor olusumu gibi

mikroskopik testler gergeklestirilmistir (Ratanakhanokchai ve ark., 1999).

3.2.2 Enzim Aktivitelerinin Saptanmasi
Amilaz Enzimin Aktivitesini Kati Besiyerinde Saptanmast

Morfolojik parametrelere gore tanimlanan Bacillus sp. suslari, M9 Nisasta agar
besiyerine ¢izgi ekim teknigiyle ekilmistir. Daha sonra bu besiyeri, 37°C’de 72 saat inkiibe
edilmistir. inkiibasyon tamamlandiktan sonra, amilaz aktivitesini belirlemek icin koloniler
iyot buharina tutulmus ve boyama islemi yapilmstir.

Boyama sonucunda, nisastanin pargalanmadigi bolgeler koyu mavi renkte
boyanirken, amilaz enzimi iireten ve nisastay1 hidrolize eden kolonilerin etrafinda seffaf bir
bolge olustugu gozlemlenmistir. Etrafinda bu hidroliz bdlgesini gdsteren koloniler amilaz
pozitif olarak degerlendirilmis, seffaf zon olusturmayan koloniler ise amilaz negatif olarak

kabul edilmistir (Arikan ve ark., 2003).

Kati Besiyerinde Ureyen ve Amilaz Enzimi Sentezleyen Bacillus sp. Suslarimin pH Araliginin
Belirlenmesi
Bu amagla, pH degerleri 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0, 10.0, 11.0 ve 12.0 olan nisastali M9

besiyerlerine, amilaz pozitif 6zellik gdsteren tamimlanan suslardan ¢izgi ekim yapilmistir. Ornekler,
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37°C’de ii¢ gilin inkiibe edildikten sonra, hangi pH degerleri ve pH araliklarinda iireme gosterdikleri
belirlenmistir.

Besiyerinde substrat olarak nisasta kullanmilmistir. Agarda {ireyen koloniler iyot buharina
tutulmus ve bu sayede enzim iiretiminin gerceklestigi pH araligi ve pH degeri, koloni ve aktivite

zonlarmin ¢aplarini lgerek belirlenmistir (Arikan ve ark., 2003).

Kat1 Besiyerinde Ureyen ve Amilaz Enzimi Sentezleyen Bacillus sp. Suslarimin Sicakltk Araliginin
Belirlenmesi

Bakteriler, optimum liremenin saglandig1 pH degerine sahip M9 Nisasta agar besiyerine ¢izgi
ekim teknigiyle ekilmistir. Bu besiyerleri, 10°C, 20°C, 30°C, 40°C, 50°C’de sicakliklarinda 72 saat
inkiibe edilmistir. Bu islemle, iremenin ve enzim sentezinin gergeklestigi sicaklik araligi ve optimum

sicaklik degerleri belirlenmistir (Arabaci, 2011; Voget ve ark., 2006).

S Kiiltiirde Z28 Susundan Amilaz Enzim Uretimi ve Kismi Saflastirma Islemi

Amilaz enzim {retimi icin secilen Z28 susu, pH 10.0 olan M9 siv1 nisasta besiyerine
eklenmis ve 40°C'de (kat1 besiyerinde optimum iireme sicaklig1) ve 240 rpm'de galkalayicida 72 saat
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda kiiltiir, +4°C'de 7500 rpm'de 20 dakika santrifiij edilerek
stipernatant elde edilmistir ve temiz bir siseye aktarilmistir. Siipernatanta, 6rnek hacminin %70
oraninda soguk etanol eklenmis ve enzim presipite edilmistir.

Presipitasyonun daha etkili olabilmesi igin hazirlanan karisgim -20°C'de bir gece
bekletilmigtir. Sonrasinda, 6rnek +4°C'de 10.000 rpm hizinda 20 dakika santrifiij edilerek iist faz
atilmis ve enzim ¢okeltisi elde edilmistir. Coken enzim, 0.1 M fosfat tamponunda (pH 7.0) yeniden

stvilastirilmigtir (Srivastava, 1987; Arikan, 2008).

Amilaz Enziminin Kat Besi Yerindeki Aktivitesi

7ZB28 susunun sivi1 kiiltiiriinden alkol presipitasyonu ile elde edilen amilaz enzimi optimum
pH degerinde hazirlanmis %1°lik nisasta iceren agar besiyerine 100 pL damlatilmistir. Amilaz
enzimin damlatildig1 petri, enzimin iiretildigi optimum sicaklik ve inkiibasyon siiresine uygun olarak

inkiibe edilmistir (Arabaci, 2018).

BSA Kalibrasyon Egrisinin Hazirlanmast ve Protein Konsantrasyonunun Saptanmasi

Enzim ¢ozeltilerindeki protein miktari, Bradford yontemine gore belirlenmistir (Bradford,
1976). Bu yontemi uygulamak i¢in, BSA (sigir serum albumini) kullanilarak 1 mg BSA 1 mL pH2s1
7 tamponda ¢ozlilmiis ve BSA ¢ozeltisinden bir stok ¢ozelti hazirlanmistir. Bu stok ¢ozelti, BSA
grafigi olusturmak i¢in kullanilmigtir. Protein miktarlarinin belirlenmesi igin, 6rneklerden alinan 0.1

mL'lik 6rnekler tiiplere aktarilip her birine 5 mL renklendirme ¢ozeltisi eklenmis ve 10 dakika inkiibe
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edilmis, bu islem Cizelge 3.15’te detaylandirilmistir. Elde edilen karigimlarin 595 nm dalga boyunda
Olciilen absorbans degerleri kullanilarak her BSA konsantrasyonu i¢in (mg/mL), absorbans

degerlerine kars1 kalibrasyon grafigi cizilmistir. Bu grafik, protein konsantrasyonlarmin dogru

sekilde belirlenmesini saglar (Bradford, 1976; Wu ve ark., 2018; Arabaci, 2018).

Cizelge 3.14. BSA Kalibrasyon Grafiginin Hazirlanmasi

BSA stok ¢ozeltisi pH 7.0 Tampon Hazirlanan ¢6zeltinin
(mL) konsantrasyonu
(mg/mL)

Kor 0 2 0
Ornek 1 0.0098 1.9951 0.0049
Ornek 2 0.0196 1.9804 0.0098
Ornek 3 0.04 1.96 0.02
Ornek 4 0.08 1.92 0.04
Ornek 5 0.12 1.88 0.06
Ornek 6 0.16 1.84 0.08
Ornek 7 0.2 1.8 0.1
Ornek 8 0.24 1.76 0.12
Ornek 9 0.28 1.72 0.14
Ornek 10 0.32 1.68 0.16
Ornek 11 0.36 1.64 0.18
Ornek 12 0.4 1.6 0.2

Glukoz Kalibrasyon Egrisinin Hazirlanmast ve Amilaz Enzimine Ait Unite Degerlerinin

Hesaplanmasi

Enzim iinite miktari1 belirlemek i¢in gereken glukoz kalibrasyon egrisi olusturulurken,
oncelikle 1mg/1 mL konsantrasyonda glukoz stok ¢ozeltisi hazirlandi. Analiz i¢in 6rnekler, Cizelge
3.14’te belirtildigi gibi her birinden 0.5 mL alinarak tiiplere aktarildi ve iizerlerine 1.5 mL DNS
cozeltisi eklenerek islem yapilmis. Tiipler, 10 dakika boyunca kaynar su banyosunda inkiibe edildi
ve daha sonra ¢esme suyunda sogutulmus. Her bir tiipe 4 mL distile su ilave edilmis ve 540 nm dalga
boyunda spektrofotometrik 6l¢iim yapilarak glukoz konsantrasyonlarina karsi absorbans degerleri
belirlendi. Elde edilen absorbans degerleri kullanilarak glukoz konsantrasyonlarina karsi kalibrasyon

egrisi olusturulmustur (Arabaci, 2018; Msarah ve ark., 2020).
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Cizelge 3.15. Glukoz Kalibrasyon Grafiginin Hazirlanmasi

Glukoz stok ¢ozeltisi dH,O (mL) Hazirlanan ¢6zeltinin
(mL) konsantrasyonu
(pmol/mL)
Kor 0 2 0
Ornek 1 0.2 1.8 0.555
Ornek 2 0.4 1.6 1.11
Ornek 3 0.6 1.4 1.665
Ornek 4 0.8 1.2 2.22
Ornek 5 1 1 2.772
Ornek 6 1.2 0.8 3.33
Ornek 7 1.4 0.6 3.885
Ornek 8 1.6 0.4 4.44
Ornek 9 1.8 0.2 4.995
Ornek 10 2 0 5.55

Standart glukoz grafigi olusturulduktan sonra enzim aktivitesi asagida verilen formiil ile

hesaplanmustir:

Enzim Aktivitesi =

WxVx1000
MAXVE x t

W: Agiga ¢ikan glukozun miktar1 (OD540/Standart grafikten elde edilen egim)

V: Reaksiyon ¢ozeltisinin hacmi (mL)

MA: Glukozun molekiiler agirlig
VE: Enzimin hacmi (mL)

t: Reaksiyonun siiresi (dakika)

Bir {inite (U) amilaz aktivitesi, enzimin optimum sicaklik ve pH degerinde, nisastadan 1

dakika sonunda 1 umol glukoz olusturan enzim miktari olarak ifade edilir (Bal, 2015).

Amilaz Enzimin Optimum Aktivite Gosterdigi pH araliginin Belirlenmesi

Alkol presipitasyon yontemi ile kismi saflastirma islemi sonucu elde edilen enzim

¢ozeltisinin optimum aktivite gdsterdigi pH degerini belirlemek amaciyla, %1°lik ¢oziiniir nisasta

cozeltileri hazirlanmigtir. Bu ¢ozeltiler, Na-fosfat (pH 6.0-8.0), Glisin (pH 8.5-10.5) ve Boraks (pH

11-13) tamponlari kullanilarak olusturulmustur (Aygan, 2008).

Aktivite tayini i¢in pH 6.0-13.0 araliginda %1 nisasta igeren ¢ozeltiler hazirlanarak analiz

gergeklestirilmistir. Bu islem igin, 0.5 mL enzim ve 0.5 mL substrat karistirilarak enzimin tiretildigi

sicaklikta 60 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda, enzim-substrat karisimina esit miktarda

DNS ayiraci (1 mL enzim + substrat, 1 mL DNS) eklenmis ve karisim 5 dakika kaynatilmigtir.




Sogutma igleminden sonra, 540 nm dalga boyunda UV -visible spektrofotometre kullanilarak 6lgiim
yapilmistir. Kontrol olarak, esit hacimde substrat ve DNS karigimi kullanilmugtir.

En yiiksek absorbans degerine sahip pH degeri 100 olarak kabul edilerek, diger pH
degerlerinden elde edilen veriler bu optimum degere goére oranlanmis ve bdylece relatif enzim

aktivitesi belirlenmistir (Gessesse ve Gashe, 1997; Arikan ve ark., 2003).

Amilaz Enzimin Aktivite Gosterdigi Optimum Sicaklik Araliginin Belirlenmesi

Kismi saflagtirma ile elde edilen enzimin optimum aktivite gosterdigi sicaklik degerini
belirlemek amaciyla, 0°C, 10°C, 20°C, 30°C, 40°C, 50°C, 60°C, 70°C ve 80°C sicakliklarda 60
dakika boyunca inkiibasyonlar yapilmis ve relatif aktivite sonuglar incelenmistir.

Inkiibasyon siiresinin tamamlanmasinin ardindan, reaksiyon karisimina esit miktarda DNS
cozeltisi eklenmis, 5 dakika kaynatildiktan sonra 540 nm dalga boyunda UV-visible
spektrofotometre ile absorbans ol¢timii gergeklestirilmistir.

Enzimin optimum aktivite gosterdigi sicaklik derecesini belirlemek amaciyla en
yiiksek absorbans degeri kullanilmistir. Farkli sicaklik derecelerinde elde edilen absorbans
degerleri, optimum degere gore karsilastirilarak relatif enzim aktivitesi hesaplanmistir. Bu
yontem, amilaz enziminin ¢esitli sicakliklarda nasil performans gosterdigini degerlendirmek

icin uygulanmistir (Arikan, 2008; Aygan, 2008; Arabaci, 2018).

Amilaz Enzimin Termal (Sicaklik) Stabilitesinin Belirlenmesi

Termal stabilitelerini belirlemek amaciyla enzimler, 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 ve
90°C sicakliklarda 60 dakika ©On inkiibasyona tabi tutulmustur. Bu 6n inkiibasyonun
ardindan, 0.5 mL enzim ve 0.5 mL substrat (optimum aktivitenin gerceklestigi pH degerinde
hazirlanmis) karistirtlarak, optimum aktivitenin goriildiigii sicaklikta 60 dakika inkiibe
edilmistir. Inkiibasyonun sonunda karisima esit hacimde DNS ¢ozeltisi eklenmis, 5 dakikalik
sogutmanin ardindan spektroskopik 6l¢iim gerceklestirilmistir.

Baslangic enzim aktivitesini belirlemek amaciyla 6n islem goérmemis enzim
kullanilarak standart aktivite analizi yapilmistir ve bu sonug 100 olarak kabul edilmistir. On
inkiibasyon yapilan her sicaklik i¢in elde edilen sonuglar, bu baslangi¢ aktivite degeriyle
karsilastirilarak yiizde olarak kalan enzim aktivitesi hesaplanmistir (Srivastava, 1987,

Gessesse ve Gashe, 1997; Aygan, 2008; Arabaci, 2018).

Amilaz Enzimin pH Stabilitesinin Belirlenmesi
Stok enzim ¢ozeltisinden 2 mL alinip eppendorf tiipiine konmus ve 11.000 devir/dakika

hizinda 15 dakika santrifiij edilmistir. Ust faz atildiktan sonra, tiipte kalan enzim iizerine pH 6.0, 7.0,
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8.0, 9.0, 10.0, 11.0 ve 12.0 pH degerlerinde hazirlanan tampon ¢ozeltilerinden 2’ser mL eklenerek
enzim yeniden siispanse edilmistir. Karigim, 37°C’de 24 saat 6n inkiibasyona birakilmgtir.

Aktivite analizini yapmak i¢in, 6n inkiibasyon iglemi gergeklestirilmis enzimden 0.5 mL ve
optimum pH'daki tampon ¢6zeltisinde hazirlanmig substrattan 0.5 mL alinarak, enzimlerin optimum
aktivite sicakliginda (60°C) 60 dakika inkiibe edilmistir. Bu islemden sonra standart aktivite analizi
yapilmistir. Baglangi¢ enzim aktivitesinin belirlenmesi i¢in 6n iglemden gegmemis enzim kullanilmig
ve elde edilen sonug 100 olarak degerlendirilmistir.

Farkli pH degerlerinde 24 saat 6n islemden gecirilen enzimlerden elde edilen aktivite
sonugclari, baslangic aktivite sonugclariyla karsilastirilmis ve her pH degeri i¢in relatif enzim aktivitesi

hesaplanmustir (Arabaci, 2018; Arikan ve ark., 2003).

Inhibitor, Selator, Metal Iyonu, Deterjan ve Okside Edici Ajanlarin Amilaz Enzimin Aktivitesi
Uzerine Etkisini Saptanmasi

Inhibitér, selator, metal iyonu, deterjan ve okside edici ajan olarak EDTA, CaCl,, ZnCl, ve
BaCl, (her biri 5 mM olacak sekilde), 3 mM PMSF, %1 (v/v) SDS, %1 (v/v) B-Merkaptoetanol, %1
(w/v) Triton-X-100, %1 (v/v) Tween 80 ve PGL kullanilmustir.

Enzim kimyasal etkilesimini belirlemek amaciyla stok enzim ¢ozeltisinden 2 mL alinip 8.000
dev/dk’da santrifiij edilmistir. Ust faz atildiktan sonra tiiplere, farkl1 kimyasal maddelerden 2’ser mL
eklenip siispansiyon hazirlanarak 35°C’de 60 dakika 6n inkiibasyon yapilmustir.

On inkiibasyon islemine tabi tutulan enzim, optimum aktiviteyi gosterdigi substratla
hazirlanan karisim kullanilarak optimum aktivite sicakliginda 60 dakika boyunca inkiibe edilmis ve
standart aktivite analizi gergeklestirilmis.

Kontrol testi i¢in, 6n islemi gérmemis enzim kullanilarak standart aktivite analizi yapilmis
ve kontrol sonucu 100 olarak kabul edilmistir. Kimyasal islem sonuglariyla karsilastirilarak kalan

enzim aktivitesi belirlenmistir (Arabaci, 2011; Arikan, 2008).

NaCl’iin Amilaz Enzimin Aktivitesine Etkisinin Saptanmasi

Bacillus sp. ZB28 susundan izole edilen amilaz enzim 6rneginden 2’ser mL alinip eppendorf
tiiplerine konularak, 8.000 dev/dakika ’da santrifiij islemi gergeklestirildi. Siv1 faz atildiktan sonra
her bir tiipe swrasiyla iizerlerine 2’ser mL %3, %5, %10, %15, %20, %25 ve %30
konsantrasyonlardaki NaCl ¢ozeltisi eklenip homojenize edilmistir. Karigim 37°C*“de 60 dakika
stireyle 6n inkiibasyon islemine birakilmistir. Bu siirenin sonunda optimum sicaklik ve pH araliginda
standart enzim aktivite analizi gerceklestirilmistir.

Kontrol testi i¢in, 6n islemden gegmemis enzim kullanip standart aktivite analizi yapilmis ve
kontrolden elde edilen sonug¢ 100 kabul edilip, NaCl konsantrasyonlarindan elde edilen sonuglarla

kiyaslanarak kalan enzim aktivitesi hesaplanmistir. Baslangig¢ aktivite dlglimii kontrol (100) olarak
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kabul edilmis ve aktivite degisimi kontrol degerine gore % deger olarak belirlenmistir (Arikan, 2008;
Arabaci, 2018).

3.2.3 SDS-PAGE Elektroforez Yontemi ile Molekiiler Agirhgin Saptanmasi ve Zimogram

Analizi

Amilaz enziminin molekiiler agirligini belirlemek ve aktivitesini zimogram analizi
ile incelemek i¢in Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforez (SDS-PAGE) yontemi
kullanilmustir. (Arabaci, 2011; Laemmli, 1970).

Aywrict Jelin Hazirlanmasi (%10)
%1 nisasta iceren %10’luk ayiric1 jel asagida verilen miktarlarda sollisyonlar ilavesiyle

hazirlanmistir (Temizkan ve Arda, 2008; Arabaci, 2011).

Cizelge 3.16. Ayirici Jelin Bilesimi (%10’luk)

Soliisyonlar Miktar
Sol A 6.66 mL
Sol B 5mL

Distile su 8.34 mL
AMPS 100 uL
TEMED 10 uL

Sol A, Sol B ve distile su, Cizelge 3.16’de belirtilen miktarlarda alinip bir siseye
konur. Molekiiler oksijenin uzaklastirilmas: i¢in 5 dakika boyunca vakum pompasi
kullanilarak degaz islemi yapilir. Daha sonra, lizerine uygun miktarda yeni hazirlanmis
AMPS c¢ozeltisi ve TEMED eklenir ve hazirlanan iki cam levha arasindaki bosluga bir
siringa yardimiyla listten 4-5 cm bosluk kalacak sekilde dokiiliir. Jelin tist ylizeyi, atmosferik
oksijenin gecisini engellemek ve diizgiin bir yiizey elde etmek amaciyla, ince bir su tabakasi
eklenerek oda sicakliginda 30-60 dakika boyunca polimerizasyona birakilir (Bollag ve
Edelstein, 1991; Arikan ve ark., 2003; Arabaci, 2011).
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Dengeleme Jelinin Hazirlanmast (%5)

Cizelge 3.17. Dengeleyici Jelin Bilesimi

Soliisyonlar Miktar
Sol A 2mL
Sol C 2.5mL

Distile su 5.425 mL
AMPS 75 uL
TEMED 25 uL

Polimerizasyon islemi tamamlandiktan sonra, ayirma jelinin iist ylzeyindeki distile su
bosaltilir ve {izerine uygun miktarda dengeleme jeli eklenir. Ornek sayisina uygun bir tarak
yerlestirildikten sonra, jel oda sicakliginda polimerizasyona birakilir. Jel tamamen donduktan sonra,
tarak dikkatlice cikarilir ve jel, elektroforez tamponu ile yarisina kadar doldurulmus tankin igine
yerlestirilir; jel, kisa cam tarafi tankin i¢ine bakacak sekilde konur. Tankin karsi tarafina iki cam
levha yan yana yerlestirilir, uzun cam tarafi igeriye bakacak sekilde diizenlenir. Son olarak, iki cam
levha arasina, jelin {lizerine kadar ve tankin disina 2-3 parmak yiikseklikte elektroforez tamponu

eklenir. (Bollag ve ark., 1996; Coskun, 2010).

Enzim Orneklerinin SDS-PAGE Jeline Yiiklenmesi ve Yiiriitiilmesi

Polimerizasyon tamamlandiktan sonra jelde olusan kuyulara, 6rnek yiikleme tamponuyla
karistirilmig 40 pL enzim Ornegi yiiklenmistir. Elektroforez iglemi tamamlandiginda, enzimin
molekiiler agirlig1 dogru bir sekilde belirlemek amaciyla, kuyulardan birine igerige ve molekiiler
agirliga bilinen bir protein standardi (marker) eklenir.

Ornekler yiiklendikten sonra elektroforez islemi baslatilir. Ilk olarak, izleme boyasi jel
boyunca ilerleyene kadar yaklagik 15 mA akim uygulanir; ardindan akim 20 mA ‘ye diistiriliir.
Izleme boyast jelin diger ucuna yaklasik 2 cm uzakliga ulastiginda elektroforez islemi sonlandirilir

(Aygan, 2008; Arabaci, 2011).

SDS-PAGE Jelinin Boyanmast

Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra jel cam plakalar arasindan cikarilir. Marker
proteininin ayrildigi boliim jelden kesilerek ayrilir ve marker bantlarinin daha belirgin hale gelmesi
icin %1'lik gliserol ¢ozeltisinde inkiibe edilir. Jelin geri kalan1 ise boyama ¢dzeltisine daldirilarak 2
saat bekletilir. Bu siirenin ardindan, jele bagli fazla boyay1 uzaklastirmak icin jel birka¢ kez distile
sudan gegirilir. Son olarak, boyanin tamamen g¢ikarilmasi igin 1lik bir ortamda (6rnegin hafif

karigtirma ile 1sitic1 plak tlizerinde) 12 saat siiresince destaining islemi yapilir. Protein drneklerine
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baglanan boya jelden tamamen ¢ikmasa da jelin diger bolgelerindeki fazla boya ortamdan uzaklasir.

Bu islem sonucunda, 6rnekler daha belirgin hale gelir (Arabaci, 2011; Coskun, 2010; Aygan, 2008).

SDS-PAGE Jelinin Renatiirasyonu ve Zimogram Analizi

SDS-PAGE uygulamasinda zimogram analizi yapilirken, elektroforez tamamlandiktan sonra
boyama islemi yerine renatiirasyon siireci uygulanir. Bu siireg, jeldeki SDS’nin uzaklastirilmasini
saglamak icin ii¢ farkli soliisyonda belirli sicaklik ve siirelerle gergeklestirilir. Ilk olarak, jel oda
sicakliginda renatiirasyon soliisyonu-1'de 1 saat, ardindan soliisyon-2'de 1 saat ve son olarak
soliisyon-3'te bir gece +4°C'de inkiibe edilir. Son asamada, amilaz enziminin aktivite bantlarini

belirlemek i¢in jel iyodin soliisyonu i¢inde 30 dakika boyanir (Arikan ve ark., 2003).

3.2.4 Ince Tabaka Kromatografisi (TLC) Plakalarimin Hazirlanmasi ve Enzim-Substrat
Reaksiyonu Sonunda A¢iga Cikan Son Uriinlerin Belirlenmesi

Nisastanin enzimatik hidrolizi sonucu olusan iriinlerinin kalitatif olarak tayini ve amilazin
tipini belirlemek i¢in TLC analizi yapilmstir. Sabit faz olarak TLC Silica Gel 60 F254 plakalar ve
Hareketli faz olarak Butanol-asetik asit-distile su, 3:1:1 (v/v/v) kullanilmistir. Bu iglem i¢in 1 mL
amilaz enzim ¢ozeltisi, standart olarak 1 mL %1’lik glukoz, maltoz, maltotrioz ¢dzeltileri
kullantlmgtr.

Ince tabaka plaklarmin alt kismidan 0.5 cm’lik bir bosluk olacak sekilde ¢izgi ¢izilmistir.
Sonra standart ¢ozeltilerden sirasiyla Maltotrioz, maltoz, glukoz ve farkli oranlarda hazirlanan amilaz
enzim Orneklerden mikropipetle 15 pL alinarak ikiser santim araliklarla plaklara damlatilmistir.
Hareketli faz i¢in Butanol-asetik asit-distile su, 3:1:1 (v/v/v) karisimi hazirlandi. Ince tabaka
kromatografi tankina bu karigimindan 750 mL eklenmis ve plaklar tanka yerlestirip drneklerin
yiiriitiilmesi i¢in bir gece bekletilmis. Yiiriitme isleminden sonra plaklar oda sicakliginda 2 saat
bekletmek suretiyle kurutmasini saglanmustir.

Boyama islemi i¢in Anilin- Difenilamin-Ortofosforik Asit Cozeltisi hazirlanmis. Sonra
plaklar1 boya ¢ozeltisiyle piiskiirterek boyanmasini saglanmistir. Boyanan plaklar oda sicakliginda 2
saat kurutmasmi beklenmis, kuruyan plaklar 35-40 dk siireyle 120 °C’de inkiibasyon islemi
gergeklestirilmistir. Olusan reaksiyon lriinleri ile marker karsilagtirilarak son iiriin belirlenmistir

(Aygan ve Arikan 2009; Aygan, 2008; Saragoglu,2010).

3.2.5 Amilaz Enziminin Antibakteriyel Aktivitesinin Tayini

Amilaz enzimi Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus aureus ve
Campylobacter jejuni patojen bakterilere karsi antibakteriyel aktivitesi kuyu diflizyon yontemi
kullanilarak belirlenmistir. Yaygin patojenik bakterileri N1 siv1 besiyerine 24 saatlik inkiibasyona
birakilmistir. Bakteri siispansiyonu 1072 sulandirip pH’s1 9.0 olan N1 agar besiyerine yayma ekim ile

asilir ve 2 saat 37°C’de inkiibe edildikten sonra agar petrisi lizerinde steril bir delici kullanilarak 6
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mm ¢apinda {i¢ oyuk agilir. Her kuyucuga 100 pL amilaz enzimi damlatilir. Petriler 24 saat boyunca
37°C'de ters ¢evrildi ve amilaz enziminin secili patojenik bakterilere karsi antibakteriyel

aktivitelerini belirlenmistir (Al-Gburi, 2023).
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4 BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Bakteri Izolasyonu ve identifikasyonuna Ait Bulgular
4.1.1 Deniz suyundan Bacillus sp. Suslarimin izolasyonu

Mersin Ilinden ve Adana Karatas Ilgesinden alinan, birbirine 5 km uzaklikta noktalardan
farkli deniz suyu o6rnekleri toplanmis. Toplanan 6rekler, laboratuvar ortaminda 80°C'de 10 dakika
On isleme tabi tutulmus ve ardindan tek koloni elde etmek amaciyla pH 7.0 olan N1 agar besiyerine
ekilmigtir. Agarda tek koloni olarak iireyen, koloni morfolojisi Bacillus goriiniimlii 89 sus izole
edilmigtir. Toplamda Bacillus benzeri 89 sus izole edilmistir. Bu suglardan 65 tanesi (%73) amilaz
pozitif olarak tespit edilmistir. Amilaz aktivitesi en yiiksek olan ZB28 susu, enzim iiretimi ve

karakterizasyonu amaciyla stok kiiltiir olarak se¢ilmis ve muhafaza edilmistir.

4.1.2 Bakteri Identifikasyonu Sonuclari
Secilen sus, beyaz renkte ve dalgali kenarlara sahip kolonilere sahip, gram pozitif, gubuk
seklinde, katalaz pozitif, aerobik ve endospor olusturan tipik Bacillus bakterileri olarak

tammlanmustir. (Sekil 4.1).

Sekil 4.2. Bacillus sp. ZB28 susu Katalaz testi sonucu
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4.2 Kati Besiyerinde Ureyen ve Enzim Sentezi Gerceklestiren Bakteri Suslarinin Sicakhik ve
pH Arahigin Belirlenmesine Ait Bulgular

Izole edilen bakteriler arasindan en iyi iireme gdsteren ve amilaz enzimi sentezleyen ZB28
susu secilmistir. Bu sus, enzim {iretimi ve karakterizasyonu igin 20°C, 30°C, 40°C ve 50°C
sicakliklarda ve pH 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0, 10.0, 11.0 ve 12.0 araliindaki nisastali M9 agar
besiyerinde 72 saat boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon tamamlandiktan sonra, bakterinin koloni

¢ap1 ve hidroliz zon ¢ap1 Ol¢lilmiistiir.

Cizelge 4.1. Bacillus sp. ZB28 bakterisinin 40°C'de ve farkli pH araliklarinda M9 nisasta iceren kat1
besiyerinde olusan koloni ve aktivite zon ¢aplari incelenmistir.

Inkiibasyon | Inkiibasyon | Inkiibasyon | Koloni Cap: | Zon Capi Net Aktivite Zonu

Sicaklig1 pH Stiresi (mm) (mm) (mm)
40°C 5 72 Saat 10 24 14
40°C 6 72 Saat 10 25 15
40°C 7 72 Saat 15 32 17
40°C 8 72 Saat 15 37 22
40°C 9 72 Saat 8 41 33
40°C 10 72 Saat 8 38 30
40°C 11 72 Saat 2 15 13
40°C 12 72 Saat - - -

40°C inkiibasyon kosullarinda, Bacillus sp. ZB28 susunun koloni c¢aplar1 farkli pH
degerlerinde su sekilde dlglilmistiir: pH 5.0-6.0'da 10 mm, pH 7.0-8.0'da 15 mm, pH 9.0-10.0'da 8
mm ve pH 11.0'da 2 mm. pH 12.0'da ise bakteri cogalmasi gézlemlenmemistir. Kat1 besiyerindeki
net aktivite zon caplari ise pH degerlerine gore soyle belirlenmistir: pH 5.0'de 14 mm, pH 6.0'da 15
mm, pH 7.0'de 17 mm, pH 8.0'de 22 mm, pH 9.0'da 33 mm, pH 10.0'da 30 mm ve pH 11.0'da 13
mm. En genis net aktivite zon ¢ap1, pH 9.0'da 33 mm olarak belirlenmistir. (Cizelge 4.3.)
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Sekil 4.3. Bacillus sp. ZB28 susunun 40°C'de pH 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0, 10.0 ve 11.0 degerlerine
sahip kat1 besiyerindeki koloni ve aktivite zon ¢aplari

Batur ve Aygan (2015), Bacillus sp. A-3 susunun pH 5.0-7.0 araliginda enzim sentezledigini
ve en yiiksek amilolitik aktiviteyi 37°C sicaklikta ve pH 6.5'te gdsterdigini raporlamustir.
Amilaz enzimin tiretimi ve karakterizasyonu i¢in inkiibasyon sicakliga 40°C ve M9 nisasta

besi yerin pH’s1 9 olarak secilmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Bacillus sp. ZB28 susunun M9 ééta kat1 besiyerinde Amilolitik aktivitesi

4.3 Amilaz Enziminin Aktivite Analizleri
4.3.1 Amilaz enziminin kat1 besiyerindeki aktivitesine dair elde edilen sonuclar.

Bacillus sp. ZB28 susunun sivi kiiltiiriinden alkol ile ¢okeltilen amilaz enzimi kullanilarak
nisastali kat1 besiyerinde hidroliz testi gerceklestirilmistir. Bunun igin, nigasta substrati igeren kat1
besiyerine 100 uLL enzim damlatilmis ve optimum sicaklik olan 60°C’de 90 dakika inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon islemi tamamlandiktan sonra iyot ile boyama yapilmis ve olusan aktivite zonu tespit

edilmistir. (Sekil 4. 5’te).

=

Sekil 4.5. ZB28 Susundan Kismi Saflastirma ile Elde Edilen Enzim Cozeltisinin M9 Agar
Ortaminda Gergeklestigi Hidroliz zonu

4.3.2 Protein Konsantrasyonlarinin Saptanmasi

Protein miktarini belirlemek i¢in 595 nm'de 0.0049, 0.0098, 0.02, 0.04, 0.06, 0.08, 0.1, 0.12,
0.14, 0.16,0.18 ve 0.2 mg/mL konsantrasyonlarda hazirlanan BSA ¢6zeltilerinin absorbans degerleri
kaydedilmistir. Sekil 4.5, BSA konsantrasyonlari ile absorbans degerleri arasindaki dogrusal iliskiyi

gosterilmistir.
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Sekil 4.6. BSA Kalibrasyon Grafigi

Kalibrasyon grafiginde elde edilen R? = 0,9974 degerine dayanarak, egim 3,6127 olarak
tespit edilmistir (Sekil 4.6).

Burhanoglu (2012) arastirmasinda saflastirdigi proteinin konsantrasyonu, Bradford yontemi
kullanilarak olgmiistiir. 595 nm'de farkli konsantrasyonlardaki BSA'nin optik yogunluklari ile
olusturulan standart egriye gore, saflagtirilan enzimin konsantrasyonu 1,1252 mg/mL olarak
bulmustur.

Sahutoglu (2013) Calismada, Aspergillus oryzae ve Bacillus licheniformis'ten elde edilen a-
amilaz enzimleri ile Aspergillus niger'den elde edilen y-amilaz enziminin preparat ¢ozeltileri
hazirlanmis ve bu ¢ozeltilerin protein konsantrasyonlari ile yiizdeleri Bradford yontemi kullanilarak
tespit edilmistir. Elde edilen protein miktarlar, Aspergillus oryzae a-amilazi i¢in % 7,7 (20 mg/mL
enzim preparati i¢inde 1,54 mg/mL), Bacillus licheniformis a-amilazi i¢in % 92,3 (4 mg/mL enzim
preparat1 i¢inde 3,7 mg/mL) ve Aspergillus niger y-amilazi i¢in % 17,0 (10 mg/mL enzim preparati
icinde 1,70 mg/mL) olarak belirlemistir.

Arabaci (2018) caligmasinda izole ettigi NA1 alkali amilaz enziminin protein miktarini
0.0062 g/mL, NA2 asidik amilaz enziminin ise 0.003 mg/mL olarak tespit etmistir.

Ortiicii (2023) yaptign c¢alismada kismi saflastirmadan elde ettigi Plectosphaerella
cucumerina OZ8 amilaz enzimi total protein soliisyonunun konsantrasyonu 0.037 mg/mL olarak
belirlemistir.

Bacillus sp. ZB28 susuna ait amilaz enziminin protein miktart 0.004 mg/mL olarak

hesaplanmugstir. Elde edilen sonug literatiir ile tam uyum igindedir.
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4.3.3 Glukoz Kalibrasyon Grafigi ve Enzim Aktivite Analizleri

7ZB28 amilaz enziminin spesifik aktivitesini belirlemek amaciyla, 0.555, 1.11, 1.665, 2.22,
2.772, 3.33, 3.885, 4.44, 4.995 ve 5.55 umol/mL konsantrasyonlarindaki glukoz ¢ozeltilerinin 540
nm dalga boyundaki absorbans degerleri Olciilmiistiir. Sekil 4.6'da glukoz konsantrasyonlar ile

absorbans degerleri arasindaki dogrusal iligki gosterilmistir.

Glukoz Standart Grafigi
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Sekil 4.7. Glukoz Kalibrasyon Grafigi

Kalibrasyon grafiginde elde edilen R* = 0,9993 degerine dayanarak, egim 0,1218 olarak
tespit edilmistir (Sekil 4.7).

Bacillus sp. ZB28 susunun amilaz enziminin spesifik aktivitesi 10.31 U/mL olarak tespit
edilmistir.

Arabaci (2018) calismasinda izole ettigi NA1 alkali amilaz enziminin 12.063 U/mL, NA2
asidik amilaz enziminin ise 4.604 U/mL aktiviteye sahip oldugunu bildirmistir.

Karaca (2018) tarafindan yapilan arastirmada, Aspergillus section Nigri izolatlar1 arasinda
en yiiksek aktivite degeri, bugday kepegi besiyerinde 8 giin boyunca yapilan inkiibasyon sonucunda
BA-14 izolat1 i¢in 1,371 U/mL olarak belirlenmistir.

4.4 Enzimlerin Karakterizasyonuna iliskin Sonuclar
4.4.1 Amilaz Enziminin Optimum Aktivite Gosterdigi pH Arahiginin Belirlemesine Ait
Sonuglar

Bacillus sp. ZB28 susundan elde edilen amilaz enziminin optimum pH degerini belirlemek
amaciyla, Na-Fosfat tamponu (pH 6.0-8.0), Glisin-NaOH tamponu (pH 8.5-10.0) ve Borax-NaOH
tamponu (pH 11.0-13.0) kullanilarak 40°C’de 60 dakika siireyle inkiibe edilmistir. Elde edilen
sonuclar, Cizelge 4.5 ve Sekil 4.8'de verilmistir.
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Cizelge 4.2. Bacillus sp. ZB28 susundan iiretilen amilaz enziminin en uygun pH degeri.

pH Inkiibasyon | Inkiibasyon | %Aktivite
Sicakligi Siiresi

6.0 40°C 60dk 88

7.0 40°C 60dk 94

8.0 40°C 60dk 93

9.0 40°C 60dk 99
10.0 40°C 60dk 93
11.0 40°C 60dk 100
12.0 40°C 60dk 87

Bacillus sp. ZB28 amilaz enziminin pH araliginda gosterdigi aktivite incelendiginde, en
yiiksek enzim aktivitesinin pH 11.0'da %100 olarak saptanmistir. Bu bulgu, Bacillus sp. ZB28
amilazinin alkalin kosullarda, o6zellikle pH 11.0 civarinda optimum aktiviteye ulastigim
gostermektedir.

Diger pH araliklar1 incelendigi zaman, pH 6.0°da %88, pH 7.0’de %94, pH 8.0’da %93, pH
9.0°da %99, pH 10.0’de %93, pH 12.0°de %87 oraninda aktivite gdsterilmistir. Elde edilen biitiin
pH'lar incelendigi zaman, enzimin %93 oraninda olduk¢a yiiksek bir ortalama aktiviteye sahip

oldugu saptanmustir.
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Sekil 4.8. Bacillus sp. ZB28 enziminin en iyi aktivite sagladig1 pH degeri ve aralig.

Mamo ve Gessesse (1999), Termofilik Bacillus sp. WN11 susundan iirettikleri iki a-amilaz,
Amy [ ve Amy Il pH 5,5'te optimum aktivite gosterdigini tespit etmislerdir.
Arabaci (2011) tarafindan yapilan arastirmada, Bacillus sp. NCA35 susundan elde edilen

amilaz enziminin maksimum aktivitesini pH 8.0'de sergiledigi tespit etmistir.
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Batur ve Aygan (2015), Bacillus sp. A-3 susundan iirettikleri amilaz enzimine ait optimum
pH araliginin 6.0-6.5 oldugunu bulmuslardir.

Ozdolap (2021), Bacillus sp. ZF4 ve Bacillus sp. A4 ve Bacillus sp. ZF4 susundan izole
edilen iki a-amilaz enzimi, Bacillus sp. ZF4'in a-amilazi, optimum pH 6.0’da en yiiksek aktiviteyi
gosterdigini, Bacillus sp. A4'lin a-amilazi ise pH 8.0°da en iyi aktivite oldugunu bulmustur.

Asha ve arkadaslar (2013), topraktan izole ettikleri Bacillus halodurans bakterisinden elde
ettikleri pullulanaz enziminin aktivite analizlerini pH 3.0-11.0 araliginda gergeklestirmistir. Bu
analizler sonucunda, enzimin en yiiksek aktivitesini pH 10.0'da gosterdigini tespit etmislerdir.

Simair ve ark (2017), Deniz suyu ve topraktan izole etikleri Bacillus sp. BCC 021-50
susundan tirettikleri amilaz enziminin pH 7,50'de maksimum aktivite gosterdigini bildirmislerdir.

Amilazlar, pH 2 ile 12 araliginda degisenken optimum pH kosullarinda elde edilmistir
(Pandey ve ark. 2000); 6zellikle bakteriyel kokenli amilazlarin asidik pH seviyelerinde aktif oldugu
bilinmektedir (Yang ve ark. 2011). Bacillus sp. ZB28 susundan iiretilen amilaz enzimine ait en iyi

aktiviteye sahip oldugu pH degeri, literatiirdeki bulgularla tutarli ve uyumludur.

4.4.2 Amilaz Enziminin Optimum Aktivite Gosterdigi Sicaklik Degerinin Saptanmasina Ait
Bulgular

Bacillus sp. ZB28 susundan iiretilen amilaz enziminin optimum sicaklik degerini tayin etmek
amaciyla 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 ve 80°C sicaklik derecelerinde 60 dakika boyunca inkiibe
edilmistir. Elde edilen bulgular gizelge 4.6 ve sekil 4.9'da yer almaktadir.

Cizelge 4.3. Bacillus sp. ZB28 susundan {iretilen amilaz enziminin en iyi sicaklik degeri

Inkiibasyon | Inkiibasyon | Inkiibasyon | %Aktivite
Sicakligt pH’s1 Stiresi
0°C 11 60dk 58
10°C 11 60dk 62
20°C 11 60dk 72
30°C 11 60dk 82
40°C 11 60dk 98
50°C 11 60dk 83
60°C 11 60dk 100
70°C 11 60dk 85
80°C 11 60dk 45

Enzim aktivitesini etkileyen 6nemli faktorlerden biri olan sicakligin aktivite tizerindeki etkisi
arastirlldiginda, en yiiksek aktivitenin 60°C'de %100 seviyesinde oldugu belirlenmistir. Sicaklik
40°C ile 70°C arasinda enzim aktivitesi yiliksek seviyelerde kalmis, 40°C'de %98, 50°C'de %83 ve
70°C'de %385 aktivite gézlenmistir. Ancak sicaklik 80°C'ye yiikseldiginde enzim aktivitesi belirgin
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sekilde azalarak %45'e diismiistiir. Daha diisiik sicakliklarda, 6zellikle 0°C ile 30°C arasinda, aktivite
%58 ile %82 arasinda degismektedir.

Bu veriler, Bacillus sp. ZB28 amilaz enzimine ait optimum sicaklik 60°C oldugunu ve amilaz
enziminin bu sicaklikta optimum aktiviteyi gosterdigini ortaya koymaktadir. Ayrica, 40°C ile 70°C
arasinda genig bir sicaklik aralifinda enzim yiiksek aktivitesini korumaktadir, bu da enzimin

termostabil oldugunu ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.9. Bacillus sp. ZB28 amilaz enziminin en iyi aktivite sagladig1 sicaklik degeri ve araligi.

Arabact (2011), Bacillus sp. NCA35 susundan izole ettigi amilaz enzimine ait maksimal
aktivitesini 25°C ‘de gdsterdigini tespit etmistir.

Batur ve Aygan (2015), Bacillus sp. A-3 susundan elde ettikleri amilaz enziminin en iyi
sicakligt 35°C olup, 25-65°C arasinda ortalama %68 rdlatif aktiviteye sahip oldugunu
belirlemislerdir.

Tatar (2007), Termofil, alkalin ve halofil 6zelliklere sahip Bacillus sp. SB-28 susundan
iiretilen amilaz enziminin en iyi aktivite sicakligini 140°C olarak tespit etmistir. Ayn1 zamanda,
amilaz enziminin 130°C'de %91, 150°C'de %93 ve 10°C'de %86.5 aktivite gosterdigini tespit
etmistir.

Ozdolap (2021), Bacillus sp. ZF4 ve Bacillus sp. A4 ve Bacillus sp. ZF4 susundan izole
edilen iki a-amilaz enzimi, Bacillus sp. ZF4'in a-amilazi 40°C'de en yiiksek aktiviteyi gosterdigini,
Bacillus sp. A4'in a-amilazi ise 40-50°C araliginda en iyi aktivite oldugunu bulmustur.

Simair ve ark (2017), Deniz suyu ve topraktan izole ettikleri Bacillus sp. BCC 021-50

susundan {irettikleri amilaz enziminin 70°C'de en yiiksek aktiviteyi sergiledigini tespit etmislerdir.
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Literatiir verileri ile Bacillus sp. ZB28 susundan izole edilen amilaz enziminin optimum
aktivite sicakligi degerleri karsilastirildiginda, elde edilen bulgularin literatiirdeki verilerle biiyiik

Olciide ortiistiigii gorilmiistiir.

4.4.3 Amilaz Enziminin pH Stabilitesinin Saptanmasina Ait Bulgular
Bacillus sp. ZB28 amilaz enzimi, pH 6.0—12.0 arasinda ¢esitli tampon sistemleri igeren pH
cozeltilerinde 37°C'de 24 saat siireyle 6n inkiibasyona tabi tutulmus ve sonrasinda kalan relatif

aktivite degerleri dl¢iilmiistiir. Elde edilen bulgular, ¢izelge 4.7 ve sekil 4.10'da sunulmustur.

Cizelge 4.4. Bacillus sp. ZB28 amilaz enziminin pH stabilitesine ait Bulgulari

On Inkiibasyon On Inkiibasyon | %Aktivite
pH | Inkiibasyon | Sicakhign | Inkiibasyon Siiresi
Sicakligi Siiresi

Kontrol - 60°C - 60dk 100
6 37°C 60°C 24 saat 60dk 99
7 37°C 60°C 24 saat 60dk 97
8 37°C 60°C 24 saat 60dk 39
9 37°C 60°C 24 saat 60dk 60
10 37°C 60°C 24 saat 60dk 27
11 37°C 60°C 24 saat 60dk 35
12 37°C 60°C 24 saat 60dk 27

7ZB28 amilaz enziminin, pH 6 ve 7 gibi hafif asidik ve nétr kosullarda oldukea yiiksek bir
stabilite gostermistir. pH 6’da aktivite %99, pH 7’de ise %97 olarak goézlemlenmistir. Bu sonuglar,
enzimin hafif asidik ve notr pH'larda neredeyse tiim aktivitesini korudugunu gostermektedir. Bu
durum, Bacillus sp. ZB28 amilaz enziminin bu pH araliklarinda oldukga kararli oldugunu ve bu
kosullarda stabil calisabildigini gosterir.

pH 8'den itibaren enzim aktivitesinde dnemli bir diisiis goriilmektedir. pH 8’de aktivite
%39'a, pH 9'da %60'a inmistir. Daha alkali kosullarda (pH 10, 11 ve 12) enzim aktivitesi ciddi oranda
diismektedir. pH 10'da aktivite %27'ye, pH 11°de %35'e, pH 12'de ise tekrar %27'ye diigmiistiir. Bu,
enzimin agirt alkali kosullarda kararliligini kaybettigini ve denatiirasyona ugrayabilecegini
gostermektedir. Ozellikle pH 8'in iizerinde enzim aktivitesinde ani diisiisler, enzimin alkalin ortamda
daha az stabil oldugunu gdstermektedir.

Incelenen pH 8 ve iistii kosullarda enzim aktivitesinin énemli dl¢iide azalmasi, Bacillus sp.
7ZB28 amilazinin alkalin ortamlarda stabilitesinin diisiik oldugunu ve optimum stabiliteyi daha notr

pH seviyelerinde gosterdigini vurgulamaktadir.
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Sekil 4.10. Bacillus sp. ZB28 amilaz enziminin pH stabilite bulgulari

Mamo ve Gessesse (1999), Termofilik Bacillus sp. WN11 susundan elde ettikleri iki o-
amilaz, Amy I ve Amy II 5,5-9,0 pH araliginda stabil kaldigin1 tespit etmislerdir.

Arabaci (2011), Bacillus sp. NCA35 susundan izole ettigi amilaz enziminin 24 saat boyunca
pH 8.0-12.0 araligindaki alkali ortamlarda orijinal aktivitesinin ortalama %353 korudugunu ve pH
stabilitesi sergiledigini tespit etmistir.

Bacillus sp. ZB28 amilaz enziminin pH stabilitesi ile ilgili elde edilen sonuglar, literatiirdeki
verilerle biiylik oranda uyumlu bir sekilde ortiismektedir. Enzim, 24 saat boyunca pH 6.0-7.0

araliginda orijinal aktivitesinin ortalama %98'ini koruyarak pH stabil 6zellikler sergilemistir.

4.4.4 Amilaz Enziminin Termal Stabilitesinin Belirlenmesine Ait Bulgular

Bacillus sp. ZB28 amilaz enziminin termal stabilite araligin tayin etmek i¢in amilaz enzimi
0,10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 ve 90°C araligindaki sicaklik degerlerinde 6n inkiibasyonda 60 dakika
bekletilmis. On inkiibasyon sonrasinda, pH 11.0'daki substrat ¢dzeltisi kullanilarak optimum aktivite
sicakligl olan 60°C'de enzim aktivitesi belirlenmistir. Elde edilen bulgular, cizelge 4.8 ve sekil

4.11'de gosterilmistir.
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Cizelge 4.5. Bacillus sp. ZB28 susunda iiretilen amilaz enziminin sicaklik stabilite Bulgular1

On Ink. On Inkiibasyon | Inkiibasyon | Inkiibasyon | %Aktivite
Sicaklig1 | Inkiibasyon pH Sicaklig1 Siiresi
Stiresi

Kontrol - 11 60°C 60dk 100
0°C 60dk 11 60°C 60dk 98
10°C 60dk 11 60°C 60dk 96
20°C 60dk 11 60°C 60dk 101
30°C 60dk 11 60°C 60dk 98
40°C 60dk 11 60°C 60dk 96
50°C 60dk 11 60°C 60dk 97
60°C 60dk 11 60°C 60dk 96
70°C 60dk 11 60°C 60dk 34
80°C 60dk 11 60°C 60dk 38
90°C 60dk 11 60°C 60dk 35

7ZB28 amilaz enziminin sicaklik stabilitesini belirlemek amaciyla yapilan deneyde, 0-90°C
arasindaki sicakliklarda 60 dakikalik bir 6n inkiibasyon uygulanmistir. F Farkli sicakliklarda 6n
isleme tabi tutulan ZB28 amilaz enzimi, 0°C ile 60°C arasindaki sicaklik araliginda oldukga stabil
bir performans sergilemektedir. Bu sicakliklarda aktivite %96 ile %101 arasinda degismektedir.
20°C'de enzim aktivitesi %101 ile kontrol seviyesinin de iizerine ¢ikmistir, bu da enzimin bu
sicaklikta dogal stabilitesini korudugunu ve bazi kosullarda hafif bir aktivite artis1 dahi
gosterebildigini isaret eder. Bu veriler, Bacillus sp. ZB28 amilazinin diisiik ve orta sicakliklarda
(0°C-60°C) yiiksek termal stabiliteye sahip oldugunu ve yapisal biitlinliiglini koruyabildigini
gostermektedir.

70°C'de ZB28 amilaz enziminin aktivitesi dramatik bir sekilde azalmis ve %34'e diismiistiir.
80°C ve 90°C'de de aktivite oldukca diigiiktiir; sirasiyla %38 ve %35 seviyelerine inmistir. Bu
sicakliklarda enzim yapisinin bozuldugu veya denatiire oldugu diisiiniilebilir. 70°C ve dstii
sicakliklar, Bacillus sp. ZB28 amilazi i¢in termal stabilitenin sinirlar1 oldugunu géstermektedir. Bu
sicaklikta enzimin termal stabilitesinin ciddi sekilde bozuldugu gézlemlenmistir.

60°C'ye kadar enzim aktivitesini biiyiik 6l¢tide korurken, 70°C ve {izerinde ZB28 amilazi
enziminin aktivitesinde ciddi bir diisiis yagsanmaktadir. Bu, enzimin 60°C'ye kadar olan sicakliklarda
yiiksek stabiliteye sahip oldugunu, ancak bu sicaklik esiginin asilmasindan sonra hizla stabilitesini

kaybettigini gosterir.
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Sekil 4.11.Bacillus sp. ZB28 amilaz enziminin sicaklik stabilite bulgulari

Arabaci (2011), Bacillus sp. NCA35 amilaz enzimi, 10-40 °C arasinda 30 dakika siiresince
inkiibe edildiginde aktivitesinin yaklagik %96'sin1 korumustur. Ayrica, 25 °C'de 24 saat boyunca
ortalama %353 'lik bir stabilite sergilemistir.

Ozcan ve Ozdemir (2020), Bacillus sp. GA4 susundan izole edilen o-amilaz enzimi, 40 °C'de
30 dakika inkiibe edildiginde tam aktivitesini korumustur. Ancak, 50 °C ve 60 °C'de ayni siire
sonunda sirasiyla %21 ve %37 oraninda aktivite kaybetmistir.

Ozdolap (2021), Bacillus sp. ZF4 ve Bacillus sp. A4 ve Bacillus sp. ZF4 susundan izole
edilen iki a-amilaz enzimi, Bacillus sp. ZF4'in a-amilaz1 70°C'de 15 dakika inkiibasyon sonrasinda
tiim aktivitesini korudugunu ve bu sicaklik degerinden sonra hizli bir aktivite kaybi oldugunu
bildirmistir. Bacillus sp. A4'tin a-amilazi ise 70°C'ye kadar biiyiik dl¢iide stabil kaldigini saptamistir.

Batur ve Aygan (2015), Bacillus sp. A-3 susundan izole ettikleri amilaz enzimin 40°C'ye
kadar termostabil kaldigin1 bulmuslardir.

Bacillus sp. ZB28 susundan izole edilen amilaz enzimi, 60 °C'ye kadar termostabil kalmig
olup, bu bulgu literatiirdeki verilere kiyasla ¢ok daha yiiksek bir kararlilik sergiledigini

gostermektedir.

4.4.5 Amilaz Enzimi Aktivitesi Uzerine inhibitor, Selatér, Metal iyonu, Deterjan ve Okside
edici Ajanlarin Etkisinin Saptanmasina Ait Sonuclar
Bacillus sp. ZB28 amilaz enziminin inhibitorler, selatorler, metal iyonlari, deterjanlar ve

okside edici ajanlar iizerindeki etkilerini belirlemek amaciyla, 37 °C'de 60 dakika siireyle 6n
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inkiibasyona tabi tutulmus ve ardindan kalan aktivite araliklar1 hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar,

Cizelge 4.9 ve Sekil 4.12'de sunulmustur.

Cizelge 4.6. Inhibitdr, selator, metal iyonlar1 ve deterjanlarin etkilerine ait bulgular

Inhibitér Inhibitér On On Inkiibasyon | Inkiibasyon | %Aktivite
Konsatrasyonu | Inkiibasyon | Inkiibasyon | Sicakligi Siiresi
Sicakligi Siiresi
Kontrol - - - 60°C 60dk 100
EDTA SmM 37°C 60dk 60°C 60dk 29
CaCly S5mM 37°C 60dk 60°C 60dk 22
ZnCl, SmM 37°C 60dk 60°C 60dk 1
BaCl, SmM 37°C 60dk 60°C 60dk 17
PMSF 3mM 37°C 60dk 60°C 60dk 15
SDS % 1 37°C 60dk 60°C 60dk 9
B-Merk. % 1 37°C 60dk 60°C 60dk 69
TritonX % 1 R 60dk 60°C 60dk 16
-100
Tween % 1 37°C 60dk 60°C 60dk 20
80
PGA S5mM 37°C 60dk 60°C 60dk 33

B-Merk.: B-Merkaptoetanol

Bacillus sp. ZB28 amilaz enzimi 5 mM konsantrasyonlarindaki EDTA, CaCl,, ZnCl,, ve
BaCl,ile 60 dakika inkiibasyona birakilmis ve orjinal enzim aktivitesinin, sirasiyla, %29, %22, %1
ve %17, oraninda korundugunu saptanmistir. Enzim, 3 mM PMSF’ye %15 direng gostermistir.

EDTA (5 mM) EDTA, divalent katyonlar1 baglayarak amilaz enzimini inhibe eder. %29
aktivite ile EDTA, enzimin aktivitesini 6nemli 6l¢lide diisiirmiigtiir. Bu durum, enzimin islevselligi
icin iki degerlikli katyonlarin 6nemli oldugunu gdsterir.

CaClz (5 mM) Kalsiyum iyonu (Ca?"), enzimin %22 aktivitesine sebep olmustur, bu da
kalsiyumun inhibe edici etkisini ortaya koyar. Kalsiyum genellikle amilazlar i¢in stabilize edici bir
etki gosterebilir, ancak bu durumda inhibe edici bir rol oynamustir.

ZnClz (5 mM) Cinko iyonu (Zn?"), enzimi neredeyse tamamen inhibe etmistir ve sadece %1
aktivite gozlenmistir. Bu, Zn*'nin Bacillus sp. ZB28 amilaz1 {izerinde gii¢lii bir inhibitor etkisi
oldugunu gostermektedir.

BaCl: (5 mM): Baryum iyonu (Ba**), enzimin %17 aktivitesine neden olmus ve inhibe edici
bir etki gostermistir.

PMSF (3 mM), Serin proteaz inhibitori olan PMSF, enzimin aktivitesini %15’e
diiglirmiistiir. Bu, enzimin aktif bdlgesinde serin proteaz benzeri bir yapi igerebilecegini

diisiindiirebilir.
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SDS (%]1), SDS, giiglii bir denatiire edici ajan olarak ZB28 amilazi enziminin %9 aktivitesine
sebep olmus, yani enzimin yapisal biitlinliiglinli bozarak neredeyse tamamen inhibe etmistir.

B-merkaptoetanol (%1), ZB28 amilaz enziminin aktivitesini %69’a diigiirmiig, ancak SDS
kadar etkili olmamistir. B-merkaptoetanol disiilfit baglarin1 indirger, ancak amilaz aktivitesini
tamamen yok etmemistir. Bu, enzimin disiilfit baglarina kismen bagimli oldugunu gosterebilir.

Iyonik olmayan deterjanlar olan Triton X-100 ve Tween 80, sirastyla %16 ve %20 ZB28
amilaz enziminin aktivitesi ile inhibe edici etkiler gostermistir. Bu, bu deterjanlarin enzimin yapisal
biitiinliigiinii bozarak aktivitesini azalttigin1 géstermektedir.

PGA (Poliglikolik Asit), ZB28 amilaz enziminin %33 aktivite gdstermesine neden olmustur.
Bu, PGA'nin inhibitdr etkisinin hafif oldugunu ve enzimin aktivitesini tamamen ortadan

kaldirmadigini gostergesidir.
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inhibitor, selator, metal iyonlari, deterjan ve okside
edici ajanlar

Sekil 4.12. Bacillus sp. ZB28 amilaz enzimi iizerine inhibitor, selator, metal iyonu, deterjan ve
okside edici ajanlarin etkisine ait sonuglar

Arabaci (2011), Bacillus sp. NCA35 susundan iirettigi amilaz enzimi ile yaptig1 deneylerde,
15°C'de 30 dakika on inkiibasyon isleminden sonra enzimin aktivitesini %1 B-merkaptoetanol
(%103) indiikledigini, 5SmM BaCl,, EDTA, CaCl,, NaCl, ZnCl,, MnCl,, 3mM PMSF ve 8M iire,
strastyla, %27, %42, %35, %43, %40 %36, %41 ve %58 inhibe etmistir.

Batur ve Aygan (2015), Bacillus sp. A-3 susundan izole ettikleri amilaz enziminin
kimyasallarin etkisinde en yiiksek kalan aktivitesi %93 ile KCl, en diisiik aktivitesi ise %0,8 ile
EDTA'da oldugunu tespit etmislerdir.

Tatar (2007), Halofil, alkalin ve termofil 6zelliklere sahip Bacillus sp. SB-28 susundan
irettigi amilaz enzimi, optimum aktivitesini 140°C’de gostermektedir. Bu enzim, 55°C’de 30 dakika
inkiibasyon siiresiyle asagidaki bilesenlerle aktivitesini korumustur: %1 SDS de %71, b-
Merkaptoetanol de %81, Triton X-100 de %82, 8 M iirede %11, 3 mM PMSF de %74, 5 mM CaCl,
de %70, ZnCl, de %68 korudugu belirtilmektedir.
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Ozcan ve Ozdemir (2020), Bacillus sp. GA4 susundan izole edilen o-amilaz enzimi, MgCl,
ve FeSO4 varliginda sirastyla %13 ve %12 oraninda aktivite artis1 gdstermistir. Ote yandan, MgCl
ve FeSO4 ve EDTA'nin etkisiyle enzim aktivitesi sirasiyla %81, %38 ve %33 oraninda inhibe
edilmistir.

Ozdolap (2021), Bacillus sp. ZF4 ve Bacillus sp. A4 ve Bacillus sp. ZF4 susundan izole
edilen iki a-amilaz enzimi de SDS ve Co varliginda yiiksek aktivite seviyelerine ulagsmis, ancak
CaCl,, MgCl, ve EDTA her iki enzim i¢in de inhibe edici etkiler gdsterdigini bildirmistir.

Birgok calismada, EDTA'nin iki degerli katyonlar1 kelatlama yetenegi nedeniyle giiclii bir a-
amilaz inhibitorii oldugu bildirilmistir (Gupta ve ark., 2003; Nirmala ve Muralikrishna, 2003; Mamo
ve Gessesse, 1999; Aguilar ve ark., 2000). ZB28 amilazi iizerinde 5 mM EDTA kullanilarak yapilan
calismada, enzimatik aktiviteyi inhibe ettigi gozlemlenmistir (%29). Bu sonug, enzimin aktif
bolgesine yakin bir yerde iki degerlikli bir iyonun bulunabilecegini diisiindiirmektedir.

Bacillus sp. ZB28 amilaz enziminin PMSF (%15) tarafindan belirgin sekilde inhibe edilmesi,
bu enzimin metal atomu i¢eren serin yapisinda oldugunu gostermektedir.

Deterjanlarla yapilan ¢alismalar, ZB28 amilazinin iyonik olmayan deterjanlar olan Tween
80 ve Triton X-100 varliginda stabil olmadigin1 gostermistir. Ayrica, SDS'in ZB28 amilazi iizerinde
denatiire edici bir etkiye sahip oldugu tespit edilmistir.

B-merkaptoetanoliin ZB28 amilazini inhibe etmemesi, disiilfit baglarinin enzimatik aktivite
icin zorunlu olmadigimi diisiindiirmektedir. Ayrica, B-merkaptoetanoliin aktiviteyi artirict etkisi,

enzimin dogal konformasyonunu koruyucu roliinden kaynaklanabilir.

4.4.6 Farkh NaCl’iin Konsantrasyonlarimin Amilaz enziminin Aktivitesine Etkisinin
Saptanmasina Ait Sonuclar

%3, %S5, %10, %15, %20, %25 ve %30 konsantrasyonlardaki NaCl ¢ozeltilerinde Bacillus
sp. ZB28 amilaz enzimi, 37 °C'de 60 dakika boyunca 6n inkiibasyona tabi tutulmus ve ardindan
enzim aktivitesinin kalani1 belirlenmistir. Elde edilen sonuglar, Cizelge 4.10 ve Sekil 4.13'te

sunulmustur.

Cizelge 4.7. Farkli NaCl konsantrasyonlarinin amilaz enzimi aktivitesi iizerine etkileri

NaCl On On Inkiibasyon | Inkiibasyon | %Aktivite
konsantrasyonu | Inkiibasyon | Inkiibasyon | Sicaklig Siiresi
(%) Sicakligi Stiresi
Kontrol - - 60°C 60dk 100
3 37°C 60dk 60°C 60dk 7
5 37°C 60dk 60°C 60dk 4
10 37°C 60dk 60°C 60dk 11
15 37°C 60dk 60°C 60dk 7
20 37°C 60dk 60°C 60dk 14
25 37°C 60dk 60°C 60dk 9
30 37°C 60dk 60°C 60dk 12
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Farkli NaCl’iin konsantrasyonlarinin Bacillus sp. ZB28 amilaz enziminin maksimum
aktivitesi %14 olarak %20 NaCl konsantrasyonunda saptanmuistir. %3, %5, %10, %15, %20, %25 ve
%30 NaCl konsantrasyonlari incelendiginde, sirasiyla, %7, %4, %11, %7, %14, %9 ve %12 kalan
enzim aktivitesi saptanmistir. Tiim konsantrasyonlar géz oniine alindiginda (%3-30 NaCl), enzim
aktivitesinin kalani ortalama %9 olarak belirlenmistir.

Diisiik NaCl Konsantrasyonlar, 3% NaCl ile ZB28 amilaz enziminin aktivitesi %7'ye
diismiistiir. Bu, diisiik sodyum kloriir konsantrasyonlarinin enzim {iizerindeki etkisinin hemen
hissedildigini gosterir. %5 NaCl konsantrasyonunda aktivite %4 e diismiis ve bu, enzim tizerindeki
inhibisyonun daha da belirgin hale geldigini gosterir.

Orta NaCl Konsantrasyonlari, %10 NaCl ile aktivite %11 olarak gozlemlenmistir. Bu, ZB28
amilaz enziminin aktivitesinde bir miktar artis oldugunu gosterirken, genel olarak diisiik seviyelerde
kalmaktadir. %15 NaCl konsantrasyonunda aktivite %7’ye diigmiistiir. Bu durum, yiiksek NaCl
konsantrasyonlarinin enzim {izerindeki inhibe edici etkisini pekistirmektedir.

Yiiksek NaCl Konsantrasyonlari, %20 NaCl ile aktivite %14’e yiikselmistir, bu da ZB28
amilaz enziminin aktivitesinin belirli bir noktada hafif bir iyilesme gosterdigini gdstermektedir. %25
NaCl konsantrasyonunda aktivite %9’a diigmiistiir, bu da inhibisyon etkisinin yeniden ortaya

ciktigini gosterir. %30 NaCl ile aktivite %12’ye ¢ikmustir.
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Sekil 4.13.Farkli NaCl konsantrasyonlarimin amilaz enzimi aktivitesine etkisi

Tatar (2007), SB-28 amilaz enziminin 55 °C'de 60 dakika siireyle %3, %5, %7, %10, %15

ve %20 NaCl ¢ozeltileriyle islenmesi sonucunda kalan enzim aktivitelerinin sirasiyla %80, %81.3,
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%84.4, %89, %73 ve %66 olarak belirlendigini bildirmistir. Enzim, %10'Tuk (2M) NaCl ¢o6zeltisinde
en yiiksek kalan aktiviteyi sergilemistir.

Aribaci (2011), NCA35 amilaz enzimini 25 °C'de 60 dakika boyunca %5, %10, %15, %20,
%25 ve %30 konsantrasyonlarindaki NaCl ¢ozeltileri ile muamele etmis ve kalan enzim aktivitelerini
strastyla %53, %50, %48, %46, %44 ve %42 olarak tespit etmistir. NCA35 amilaz enzimi en yiiksek
gosterdigi kalan aktivite de %5 NaCl'de oldugunu bildirmistir.

4.4.7 SDS-PAGE Yontemi ile Molekiiler Agirhigin Saptanmasinin ve Zimogram Analizine
Ait Bulgular

%] nisasta igeren %10'luk SDS-PAGE jeli hazirlanmis ve Bacillus sp.. ZB28 susundan izole
edilen amilaz enzimi bu jelde yiiriitiilmiistiir. Jel elektroforezden sonra, zimogram analizi ile aktivite
bandinin varligr saptanmistir. Aktivite bantlarinin molekiiler agirliklarinin  belirlenmesinde
prestained protein marker (120, 85, 50, 35, 25, 20 kDa) kullanilmigtir. Elde edilen bulgular Sekil
4.14’te gosterilmistir.

J '
ﬁarker 2525
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35 kD3 =—————p
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-

Sekil 4.14. Zimogram analizinden ZB-28 Amilaz enziminin aktivite bantlariin goriintiisii ve
molekiiler agirliklar
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Zimogram analizi sonucunda molekiiler agirligi yaklasik 272, 160, 124, 74 ve 68 kDa olan
bes aktivite bandi elde edilmistir. Marker olarak Thermo Scientific marka “Prestained Protein
Molecular Weight Marker’a (MANO011770) ait protein bantlart (120, 85, 50, 35, 25, 20 kDa)
kullanildi.

Mamo ve Gessesse (1999), Bacillus sp. susu WN11'in hiicresiz kiiltiir Gist sivisindan iki a-
amilaz, Amy I ve Amy II, homojenlige kadar saflastirilmistir. Amy I'in molekiil agirligi 76 kDa,
Amy II'nin ise 53 kDa olarak belirlemislerdir.

Arabact (2011), Bacillus sp. NCA35 amilaz enziminin molekiiler agirligi, SDS-PAGE
zimogram analizi sonucunda 205 kDa olarak saptanmustir.

Batur ve Aygan (2015), Bacillus sp. A-3 amilaz enzimi SDS-PAGE analizinde enzimin
molekiiler agirlig1 53.94 kDa olarak tespit etmislerdir.

Ozcan ve Ozdemir (2020), Bacillus sp. GA4'iin a-amilaz enziminin molekiiler agirligi, SDS-
PAGE zimogram analizi sonucunda yaklasik 55 kDa olarak tespit edilmistir.

Ozdolap (2021), Bacillus sp. ZF4 ve Bacillus sp. A4 a-amilaz ile yaptig1 zimogram analizi
sonucunda her iki enzimin de yaklasik 105.4 kDa molekiiler agirliga sahip oldugunu bulmustur.

Enzimlerin molekiiler agirliklar1 genellikle onlarin yapisal ve fonksiyonel o6zelliklerini
belirler. Bacillus sp. ZB28 amilazinda tespit edilen bes farkli aktivite bdlgesi, enzim sisteminin
karmasik oldugunu ve farkli alt birimlerin mevcut oldugunu gostermektedir. Bacillus sp. ZB28
amilazin yiiksek molekiiler agirliklarinin (272 kDa ve 160 kDa) olmasi, muhtemelen bunlarin
oligomerik yapilar oldugunu ve birkag alt birimden olusabilecegini gostergesidir.

Farkli molekiiler agirliklara sahip amilazlarm varhigi, Bacillus sp. ZB28’in ¢esitli
substratlarla etkilesim kurabilme kapasitesini artirabilir. Farkli aktivite bolgeleri, farkli pH, sicaklik
ve tuz konsantrasyonlari gibi ¢esitli ¢evresel kosullara kars1 duyarlilik gdsterebilir. Ozellikle gida ve
biyoteknoloji uygulamalarinda, ¢oklu amilaz formlari, farkli nisasta tiirlerini ve sekeri pargalamada

etkili olabilir.

4.4.8 Ince Tabaka Kromatografisi (TLC) ile Hidroliz Uriinlerin Saptanmasina Ait
Sonuclar

Nigastanin enzimatik hidrolizi sonucu olusan iriinlerin analizi ve enzim tipinin tespiti
amaciyla ince tabaka kromatografisi yontemi uygulanmistir. Bu analizlerin sonucunda, nisastanin
enzimatik hidrolizi ile meydana gelen son {rilinlerin glukoz, maltoz ve maltotrioz oldugu

belirlenmistir.
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1. Glukoz

ZB-28 amilaz +
%1 nigasta
reaksiyonu diriinleri

Sekil 4.15. ZB-28 amilaz enziminin ince tabaka kromatografisi (TLC) goriintiisii.

TLC analizinde %1’lik konsantrasyondaki nisasta substratinin hidrolizi sonucu a¢iga ¢ikan
uriinler (1. Glukoz, 2. Maltoz, 3. Maltotrioz). Marker olarak %1°lik konsantrasyonlarda hazirlanan
maltotrioz, maltoz ve glukoz ¢ozeltileri kullanilmugtir.

Literatiirde, Bacillus sp. AB-17 amilaz enziminin nigastayr glikoz, maltoz ve diger
oligosakkaritlere doniistiirdiigii bildirilmistir (Aygan, 2008). Ayrica, Morgan ve Pires (1981)
tarafindan yapilan bir ¢alismada, Bacillus licheniformis bakterisinden elde edilen amilaz enziminin
nisastay1 glikoz ve maltoza parcaladigi tespit edilmistir.

Arabaci (2011), Bacillus sp. suslarindan amilaz enzimi izole edip karakterize etmistir.
Bacillus sp. NCA35 amilaz enziminin TLC analizi sonucunda, reaksiyon iirtinlerinin glikoz, maltoz
ve maltoz tiirevli oligosakkaritler oldugu belirlenmistir.

Bacillus sp. ZB28 amilazi, nisastay1 etkili bir sekilde glikoz, maltoz ve maltotrioz gibi
oligosakkaritlere doniistiirerek, enerji iretimi i¢in gerekli olan basit sekerlerin sentezinde 6nemli bir
rol oynamaktadir. Bu o6zellik, enzimin gida, biyoteknoloji ve endiistriyel uygulamalar i¢in
potansiyelini artirmaktadir. Ozellikle, nisasta bazl1 gida iiriinlerinin islenmesi veya seker iiretiminde
kullanilabilir. Ayrica, bu sonuglar, Bacillus sp. ZB28 amilazinin farkli substratlar {izerinde ne kadar
etkili ¢calistigin1 ve bu enzimlerin farkli uygulamalar i¢in nasil optimize edilebilecegine dair bilgiler

sunmaktadir.
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4.5 Bakteri ve Enzimin Antibakteriyel etkinliginin saptanmasina Ait Bulgular
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Campylobacter jejuni ve Pseudomonas aeruginosa

dahil olmak iizere c¢esitli patojenik patojenlere karsi kismi saflastirilmis ZB28 amilaz enziminin

antibakteriyel aktivitesi saptanmigtir. ZB28 amilaz antimikrobiyal aktivitesinin Sekil 4.16

gosterildigini belirtmektedir.

Sekil 4.16. Amilaz Enzimin Antimikrobiyal Aktivitenin Sonuglari

Sajid ve ark (2016), Bacillus sp.. MTZ-1 susundan izole ettikleri enzim preparatlari ¢esitli
bakteriyel patojenlere (VRE, Bacillus subtilis, Pseudomonas sp., Acinetobacter sp., EPEC, MRSA,
Klebsiella sp., Shigella sp., Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli ve Staphylococcus aureus)
kars1 antibakteriyel aktivite gosterdigini bulmuslardir. Ayrica, Aspergillus niger, A. flavus, A.
terreus, Penicillium sp., Rhizopus sp., Trichophyton tonsurans ve Mucor sp. gibi birgok fungal
patojene kars1 antifungal aktiviteye sahip oldugunu bildirmisler.

Al-Gburi (2023), Bacillus subtilis B8 susundan izole edilen proteaz enzimi Staphylococcus
aureus, Candida albicans, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa ve Klebsiella pneumoniae
patojenik bakterilere karsi antimikrobiyal etkileri incelenmis ve Klebsiella pneumoniae disinda diger
patojen bakterilere kars1 proteaz enzimi antimikrobiyal aktivitesinin gosterildigini saptamistir.

Petrilerdeki kuyucuklara damlatilan 100 uLL ZB28 amilaz enzimi Staphylococcus aureus ve
Escherichia coli bakterilere karsi antibakteriyel etki sahip olugunu Campylobacter jejuni ve
Pseudomonas aeruginosa bakterilere ise kismen antibakteriyel aktivite gostermistir.

Gram pozitif bir bakteri olan Staphylococcus aureus, bircok enfeksiyona neden olabilen
patojenik bir mikroorganizmadir. Bacillus sp. ZB28 amilazinin bu bakteri iizerinde gosterdigi
antibakteriyel etki, enzimin S. aureus’un hiicre duvar1 veya metabolizmasi {izerinde olumsuz etkiler

yaratarak biiylimesini inhibe ettigini gdstermektedir.
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Gram negatif bir bakteri olan Escherichia coli, genis bir grup mikroorganizmadir. Bacillus
sp. ZB28 amilazinin E. coli’ye kars1 da etkili oldugu, bu enzimin genel olarak bakteriyel biiyiimeyi
inhibe etme yetenegini saptanmustir.

Campylobacter jejuni, genellikle gida kaynakli enfeksiyonlara neden olan bir bakteridir.
Bacillus sp. ZB28 amilazinin bu bakteri {izerindeki sinirli antibakteriyel aktivitesi, muhtemelen
enzimatik aktivitenin bu organizmanin hiicresel yapisina veya metabolizmasina yeterince etkili
olamadigini gostermektedir. Bunun, C. jejuni'nin spesifik yapisal dzellikleri veya enzim aktivitesine
duyarlilig ile iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir.

Cok yonlii bir patojen olan Pseudomonas aeruginosa Ozellikle bagisiklik sistemi zayif
bireylerde ciddi enfeksiyonlara yol acabilir. Bacillus sp. ZB28 amilazinin P. aeruginosa tizerinde
sinirli bir aktivite gostermesi, enzimin bu organizmaya karsi etkili bir inhibitdr olamayabilecegini
veya P. aeruginosa'min dogal diren¢ mekanizmalarinin bu enzim tarafindan asilmadigini

diisiindiirmektedir.
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5 SONUCLAR VE ONERILER

Enzimler, antik medeniyetlerden bu yana bilinmektedir ve 6zellikle eski bira iiretimi gibi
cesitli alanlarda yaygin bir sekilde kullanilmistir. Ancak, enzimlerin teknik olarak tanimlanmasi 18.
yiizyilda gergeklesmistir. Bir¢ok bilim insani, enzimlerin kullanimini arastirmig ve bu ¢aligmalar
sayesinde enzimlerin giinliikk hayatimizdaki 6nemini ve faydalarimi 6grenmisizdir. Bugiin, bircok
biiyiik sirket farkli enzim tiirleri {iretmekte ve bu enzimler gida, siit {iriinleri, deterjan ve kimyasal
endiistrilerde kritik roller iistlenmektedir. Modern biyoteknoloji ve protein miihendisliginin
gelismesiyle, 6zellikle enzimlerin saflastirilmasi ve stabilitesi {izerine odaklanan yeni bir enzim
mithendisligi alant ortaya ¢ikmistir. 00Bu ©Onemli biyomolekiillerin {iretiminde ¢esitli
mikroorganizmalar ve model sistemler yaygin olarak kullanilmaktadir. Sonu¢ olarak, bir¢ok
mikroorganizma ve benzersiz islevlere sahip enzimler kapsamli taramalar yoluyla kesfedilmis ve
simdi endiistriyel ve tibbi alanlarda genis bir sekilde kullanilmaktadir. Tibbi agidan 6nemli olan bu
enzimlerin gelistirilmesi, endiistriyel uygulamalar kadar kapsamlidir ve bu da sektdriin gelecekteki
potansiyel ddiillerini yansitmaktadir (Gurung ve ark., 2013)

Enzimler, organik sentezler, klinik analizler, farmasotikler, deterjanlar, yiyecek iiretimi ve
fermentasyon gibi bir¢ok alanda kullanilmaktadir. Organik maddelerin sentezinde enzimlerin rolii
giinimiizde giderek artmaktadir. Yeni mikrobiyal enzimlerin kesfi, sentetik islemler icin basit
yontemler ve gevresel sorunlara ¢oziim sunacak yeni yollar agacaktir. Sentetik bir islem
tasarlandiginda, uygun bir katalizor bulunmasi gerekmekte ve enzimler bu rol igin ideal birer adaydir.
Son on yilda, enzimlerin endiistriyel uygulamalardaki kullanimi hizla ilerlemistir. Enzimlerin
benzersiz islevleri, 6zellikle gida {iretimi ve ¢evresel sorunlarin ¢ézliimii i¢in giderek daha fazla ilgi
¢cekmektedir. Ancak birgok endiistriyel siirecte kullanilan substratlar yapay bilesiklerdir ve bu
stirecleri katalize edecek uygun enzimler heniiz kesfedilmemistir. Bu nedenle, yeni reaksiyonlart
katalize edebilecek enzimlerin bulunmasi siirekli olarak 6nemlidir. Ayrica, yeni enzimlerin kesfi,
yeni enzimatik siire¢lerin tasariminda da ipuglar1 saglayacaktir (Pandey ve ark., 2000).

Deniz kokenli Bacillus sp. suslarini izole etmek amaciyla Mersin ilinden ve Adana Karatas
flgesinden deniz suyu drnekleri sivi besi yerinde inkiibasyona birakilmis ardindan sporlu bakterilerin
izolasyonu i¢in 80°C'de 10 dakika 1s1 soku uygulanmistir. Kat1 besiyerine yapilan yayma ekimi
sonucunda, Bacillus sp. tipik morfolojisine sahip 89 farkli sus izole edilmistir. Bu suslar, pH 7.0 ve
37°C'de 72 saat boyunca inkiibe edilmis ve bunlardan 46 susta amilaz aktivitesi gdzlemlenmistir.
Amilaz aktivitesi en yiiksek olan, gram pozitif, basil formda, katalaz pozitif, aerobik 6zellikte ve spor
olusturan Bacillus sp. ZB28 susu segilmistir.

Secilen Bacillus sp. ZB28 susu, Kati besiyerinde lireme ve enzim sentezlemesini incelemek
amaciyla, pH degerleri 5.0, 6.0, 7.0, 8.0 ve 9.0 olan nisastali besiyerlerine suslar eklenmistir. Bu

suslar, ardindan 10, 20, 30, 40, 50 ve 60°C sicakliklarda 72 saat inkiibe edilmistir.
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Bacillus sp. ZB28 susunun nisasta iceren agar besi yerinde en iyi sekilde tiredigi ve amilaz
enzim sentezini en verimli sekilde gerceklestirdigi pH degerinin 9.0, sicakligin ise 60°C oldugu tespit
edilmistir.

Bacillus sp. ZB28 amilaz enziminin izolasyonu, kismi saflastirma amaciyla alkol
presipitasyon yontemi kullanilarak  yapilmis ve ardindan karakterizasyon analizleri
gerceklestirilmistir.

Spesifik aktivite analizlerine gore, Bacillus sp. ZB28 susunun 10.31 U/mL enzim {irettigi
belirlenmistir. Protein miktar1 tayini sonucunda ise, Bacillus sp. ZB28 amilaz enziminin protein
konsantrasyonu 0.003 mg/mL olarak tespit edilmistir.

Bacillus sp. ZB28 susuna ait amilaz enzimi, pH 11.0'de en yiiksek aktivitesini
gostermektedir. Enzimin pH 6.0-12.0 araliginda ortalama aktivitesi %93 olup, en iyi aktivite pH
11.0'de olmasina ragmen enzim pH 7.0-10.0 araliginda da yaklasik %95 aktivite sergilemektedir. Bu
sonuglar, enzimin genis bir pH araliginda son derece yiiksek bir aktivite sergiledigini ortaya
koymaktadir.

Bacillus sp. ZB28 amilaz enzimi i¢in en iyi aktivite sicakligi 60°C olarak belirlenmistir.
Enzim, 0°C ile 80°C arasinda ortalama %76 aktivite gdostermistir. 60°C'de en yiiksek aktiviteye
ulasan enzim, 40°C'de %98, 70°C'de ise %85 aktivite sergilemistir.

Bacillus sp. ZB28 amilaz enzimi, 24 saat boyunca 37°C'de ve pH 6.0-12.0 araliginda yapilan
on inkiibasyon isleminde stabilitesini ortalama %355 oraninda korumustur. Ancak, pH 6.0-7.0
araliginda enzimin ortalama %98 aktivitesini muhafaza ettigi gdzlemlenmistir.

Bacillus sp. ZB28 amilaz enzimi, 60 dakika siiren 6n inkiibasyon isleminin ardindan 0°C-
60°C araliginda orijinal aktivitesinin %97.42'sini koruyarak yiiksek stabilite sergilemistir. Ancak,
sicaklik 90°C'ye yiikseldiginde enzim aktivitesi hizla azalarak %35'e diigmiistiir.

Bacillus sp. ZB28 amilaz enzimi, 37°C’de 60 dakika boyunca her biri 5 mM konsantrasyonda
EDTA, CaCly, ZnCl,, ve BaCl, ile ve 3 mM PMSF ile 6n inkiibasyona birakildiktan sonra enzim
aktivitesi Ol¢lilmils ve enzimin sirastyla %29, %22, %1, %17 ve %15 oraninda inhibe oldugu
belirlenmistir. Bacillus sp. ZB28, bu metal iyonlar1 aktif bolgeyi isgal ederek aktivitesini engelledigi
icin gii¢lii bir inhibisyona ugramistir.

Enzim aktivitesi, %1 SDS ile %9, %1 TritonX-100 ile %16, %1 Tween 80 ile %20 inhibe
olmustur; buna karsin, %1 B-Merkaptoetanol kullanildiginda yaklasik %69 artis gostermistir.

Bacillus sp. ZB28 amilazi, metal iyonlarina ve baz1 denatiiranlara kars1 duyarhdir. Ozellikle
Zn**, SDS ve EDTA, enzimi biiyiik ol¢iide inhibe etmistir. Enzim, B-merkaptoetanol ve diisiik
konsantrasyonlu bazi deterjanlar gibi bazi inhibitorlere karsi daha direnclidir. Bu sonuglar, Bacillus
sp. ZB28 amilaz enziminin yapisal ve fonksiyonel 6zelliklerinin, metal iyonlar1 ve denatiirenler
tarafindan biiyiik 6l¢iide etkilendigini gostermektedir.

Bacillus sp. ZB28 amilaz enzimi, 60 dakika siireyle %3, %5, %10, %15, %20, %25 ve %30

NaCl ¢ozeltilerinde 6n inkiibasyona tabi tutulmus ve bu islem sonucunda ortalama %9 oraninda bir
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aktivite degeri kalmistir. Bacillus sp. ZB28 amilaz enzimi, NaCl’lin varliginda genel olarak diisiik
aktivite gostermektedir. Diisiik NaCl konsantrasyonlari, enzimin aktivitesinde belirgin bir azalmaya
yol acarken, orta ve yliksek konsantrasyonlar arasi dalgalanmalar, sodyum kloriiriin enzimin yapisi
izerindeki karmasik etkilerini yansitmaktadir.

Bacillus sp. ZB28 amilaz enziminin zimogram analizi sonucunda enzime ait bes aktivite
bolgesi tespit edilmistir ve bu bolgelerdeki molekiiler agirliklar sirasiyla 272, 160, 124, 74 ve 68 kDa
olarak belirlenmistir.

Bacillus sp. ZB28 amilazinin zimogram analizi, bes farkli aktivite bdlgesinin varligini ve
molekiiler agirliklarint belirlemistir. Bu durum, enzimin biyolojik ve biyoteknolojik islevselligi
acisindan onemli bilgiler sunmaktadir. Farkli molekiiler agirliklara sahip enzim alt birimlerinin
varlig1, enzim sisteminin karmasikligin1 ve cesitliligini, dolayisiyla farkli kosullarda etkili olma
potansiyelini gostermektedir. Bu bulgular, Bacillus sp. ZB28 amilazinin ¢esitli uygulamalarda
kullanilabilirligini artirabilir.

Bacillus sp. ZB28 amilaz enziminin nisasta molekiillerini glikoz, maltoz ve maltotrioz gibi
oligosakkaritlere doniistiirmesi, enzimin biyolojik ve endiistriyel uygulamalar acisindan degerli
oldugunu gdstermektedir. ince tabaka kromatografisi analizi, bu doniisiim siirecini net bir sekilde
ortaya koyarak amilazin potansiyel kullanim alanlarini vurgular.

Kismi saflagtirilmis Bacillus sp. ZB28 amilaz enzimi, Staphylococcus aureus ve Escherichia
coli “ye kars1 antibakteriyel aktivite gosterirken, Campylobacter jejuni ve Pseudomonas aeruginosa
iizerinde smirh etki gostermektedir. Bu bulgular, Bacillus sp. ZB28 amilazinin potansiyel
antimikrobiyal uygulamalar i¢in 6nem tasidigin1 ve daha fazla arastirmaya ihtiya¢ duydugunu
gostermektedir.

Amilaz enzimi, nisasta bazli endiistrilerde uzun yillardir yaygin olarak kullanilmakta olup,
bu enzimin verimli tiretimi i¢in birgcok mikrobiyal kaynak bulunmaktadir. Ancak, yalnizca birkag
secilmis mantar ve bakteri tiirii ticari liretim kriterlerini kargilamaktadir. Amilaz {iretimi i¢in yeni
mikroorganizmalarin kesfi siirekli bir arastirma siirecidir. Son zamanlarda, bir¢ok arastirmaci,
yiiksek saflikta amilaz gerektiren farmasotik ve klinik uygulamalara uygun o-amilaz saflagtirma

tekniklerinin gelistirilmesinde basarili sonuglar elde etmistir.

Sonug olarak;

Bu c¢alismada, Bacillus sp. ZB28 amilaz enzimi kismu saflastirilmis ve karakteristik
Ozellikleri belirlenmistir. Amilazlar, deterjan, gida ve tekstil endiistrilerinde ihtiya¢ duyulan énemli
enzimlerden biridir. Caligma sonuglarinin sektdrel uygulamalarda etkili olabilmesi igin asagidaki
oneriler dikkate alinabilir:

1. Enzim 6zellikleri, kullanilacak sektore gore ihtiyaglara uygun olarak mutasyonel degisikliklere
tabi tutulabilir.

2. Amilaz enzimi kismui saflastirma yerin tam saflagtirma yontemlerin uygulanabilir.
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Amilaz enzimin antibakteriyel etkisini artirilmasina yonelik caligmalar yapilabilir.

Enzimin amino asit dizisinin belirlenip, veri bankalarindaki diger amilazlarla karsilastirilmasi ve
elde edilen diziyi temel alarak iiretilen primerlerle kodlama boélgesinin amplifiye edilmesi
onerilmektedir. Bu verilerin saglanmasi, gelecekte enzimin rekombinant iiretiminin yapilmasina
olanak taniyacak ve enzimlerin karakterizasyonunda gerekli olan diger kinetik parametrelerin

incelenmesini mimkiin kilabilir.
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