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OZET

YUKSEK LiSANS TEZI

AMILAZ URETICi FUNGUSLARIN iZOLASYONU VE MOLEKULER
KARAKTERIZASYONU

Zeynep ORTUCU

Damsman: Prof. Dr. Ozlem BARIS
Amag¢: Amilaz enzimine olan endiistriyel talebin siirekli artist nedeniyle rekombinant
organizmalarin kullanilmasini igeren uygulamalarda sablon olarak ¢ogunlukla yabanil tiirler
kullanilmaktadir. Bu nedenle tez c¢alismasinda amilaz enziminin fretim kapasitesini
iyilestirmek ve kalitesini arttirmak igin yeni tiretici fungus tiirlerin kesfi amaglanmustir.

Yontem: Amilaz tiretici funguslarin karbon kaynagi olarak nisasta igeren besiyerinde segici
izolasyonu gerceklestirilmistir. Ardindan saflastirilan izolatlar olusturduklar1 zon caplarina
gore siniflandirilmis, enzim aktiviteleri belirlenmis ve en iyi zon veren izolatlar ITS bdlgelerine
gore molekiiler diizeyde tanilanmustir. En yiiksek aktivite gosteren izolata ait enzim TCA
yontemi ile saflastirilmis ve enzim aktivitesinin optimum oldugu sicaklik ve pH belirlenmistir.

Bulgular: Sonugta Rhizopus arrhizus OZ7, Plectosphaerella cucumerina OZ8 ve Actinomucor
elegans OZ9 olmak tizere 3 filantéz fungus; Debaryomyces hansenii OZ1 ve Trichosporon sp.
0Z2 olmak iizere 2 maya izolati, toplam 5 fungus izole edilmistir. Kiiltiir filtratlarindan yapilan
enzim aktivite Ol¢timlerinde yalnizca Plectosphaerella cucumerina OZ8 ve Debaryomyces
hansenii OZ1 izolatlar1 pozitif sonug¢ vermis olup; calismaya en yiiksek aktivite gosteren izolat
olan P. cucumerina OZS ile devam edilmistir.

Sonug: OZ8 izolatina ait enzimin kismi saflagtirmasi sonrasinda yapilan SDS-PAGE, sicaklik
ve pH denemelerinde; enzimin yaklasik 70 kDa boyutlarinda oldugu, aktivitesinin 45 °C’de
(201,84 U/ml) ve pH 5°te (227,03 U/ml) optimum aktivite gosterdigi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Amilaz, Molekiiler Karakterizasyon, Plectosphaerella cucumerina
Temmuz 2023, 48 sayfa



ABSTRACT

MASTER THESIS

ISOLATION AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF AMYLASE
PRODUCING FUNGI

Zeynep ORTUCU
Supervisor: Prof. Dr. Ozlem BARIS

Purpose: Wild species are often used as templates in applications involving the use of
recombinant organisms for the continued increase in industrial demand for the enzyme amylase.
For this reason, in the thesis study, it was aimed to discover new producer fungi species in order
to improve the production capacity of the enzyme and increase its quality.

Method: Selective isolation of amylase producing fungi was carried out on a medium
containing starch as a carbon source. Then, the purified isolates were classified according to
the zone diameters they formed, their enzyme activities were determined, and the best zoning
isolates were identified at the molecular level according to their ITS regions. The enzyme
belonging to the isolate with the highest activity was partially purified by TCA method and the
optimum temperature and pH of enzyme activity were determined.

Findings: As a result, a total of 5 fungi, Rhizopus arrhizus OZ7, Plectosphaerella cucumerina
0Z8 and Actinomucor elegans OZ9; Debaryomyces hansenii OZ1 and Trichosporon sp. OZ2,
were isolated. In enzyme activity measurements made from culture filtrates, only
Plectosphaerella cucumerina OZ8 and Debaryomyces hansenii OZ1 isolates gave positive
results; The study was continued with P. cucumerina OZ8, the isolate with the highest enzyme
activity.

Results: In the SDS-PAGE, temperature and pH tests performed after partial purification of the
enzyme of the OZ8 isolate; It was determined that the enzyme was approximately 70 kDa size
and its showed optimum activity at 45 °C (201.84 U/ml) and pH 5 (227.03 U/ml).

Keywords: Amylase, Molecular Characterization, Plectosphaerella cucumerina
July 2023, 48 pages
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GIRIS

a-amilazlar, endiistride yaygin bir sekilde kullanilan nisasta hidrolize edici enzimlerdir
ve a-(1,4)-D-glukozidik bagini pargalayarak glikoz ve maltoz gibi basit sekerleri olustururlar.
Bu enzim grubu nisasta isleme, deterjan tiretimi, tekstil, kagit ve ilag tiretimleri gibi gesitli
biyoteknolojik  uygulama Gzelliklerine sahiptir. Bunlarin  disinda, ilag dagitimi,
biyoremediasyon ajani1 ve biyofilm inhibitorii gibi bazi yeni uygulamalara da sahiptir. o-
amilazlar global enzim pazarinin yaklasik %25-30’unu kapsar. Bakteriler, mantarlar, bitkiler
ve hayvanlar gibi ¢ok cesitli canlilar a-amilaz iiretebilmektedir. Ancak mikroorganizmalar
yiikksek hacimde a-amilaz iiretiminde miktar olarak one ¢ikmistir. Ayrica, genetik olarak
manipiilasyonun kolay olmasi ile mikroorganizmalardan yeni ozelliklere sahip o-amilazlar
iretilebilir ve tiretimleri kolayca optimize edilebilir. a-amilazin endiistride yaygin olarak
uygulanmasi nedeniyle, enzimin iiretimini gelistirmek ve daha yliksek stabiliteye sahip
enzimler liretmek i¢in bir ¢ok optimizasyon yontemi ve genetik miihendisligi yontemleri

kullanilmaktadir.

Amilazlar

Amilazlar, etki sckillerine gore maltodekstrinleri {iretmek igin nisastanin
pargalanmasini (sivilagtirma iglemi) baslatan endoamilazlar (a-amilaz); maltodekstrinleri
glikoz ve maltoza (sakkarifikasyon islemi) pargalayan ekzoamilazlar (B-amilaz) ve
glukoamilazlar (y-amilaz) olarak 3 gruba ayrilabilir (Gupta et al. 2003; Anitha and
Muralikrighna, 2009; Chai et al. 2012; Paul et al. 2021).

Mikrobiyal amilazlar

Mikrobiyal kaynakli a-amilazlar; endiistriyel Ol¢ekte daha ucuza iiretilmeleri, kararl
yapilari, genetik diizeyde ve protein diizeyinde manipiilasyonlarinin kolay olmasi gibi
nedenlerle 6n plana ¢ikmaktadirlar (Gupta et al. 2003; El-Kady et al. 2017). Mikrobiyal
amilazlarin, bitki ve hayvan a-amilazlarina kiyasla daha kararli olmalar1 onlarin endiistriyel
uygulamalarda genis bir yer tutmasini saglamistir. Bu nedenle glinlimiizde nisastanin kimyasal
hidrolizinin yerine mikrobiyal kaynakli amilazlar kullanilarak nisasta hidroliz basamaklar: daha

uygun maliyetli olarak yapilmaktadir. (Rana et al. 2013).

a-amilaz (EC 3.2.1.1)

a-Amilaz, endo-etkili kalsiyum igeren bir metaloenzim olup; glikozit hidrolaz ailesinin

(GH13) en yaygin kullanilan iiyesidir. a-amilazin temel hidrolitik iirlinleri maltotrioz, maltoz,

1



glukoz ve dekstrindir (Paul et al. 2021). a-amilazlar endoamilazlar olarak iyi bilinirler ve
cogunlugu hiicre disi olmakla birlikte, birka¢ tanesinin hiicre i¢i oldugu bildirilmistir
(Sivaramakrishnan et al. 2006).

Nisasta iki polimerden olusur, yani dallanmamis amiloz (a-1,4-D-glukozidik baglardan
olusur) ve dalli amilopektin (a-1,4-D-glukozidik baglar ve a-1,6-D-glukozidik baglar) igerir.
a-amilazlar (EC 3.2.1.1), nisasta molekiillerinin yalnizca a-1,4-D-glukozidik baglarini
pargalayabilirler (Paul et al. 2021). a-amilazlar bitkiler, hayvanlar ve mikroskobik canlilardan

elde edilebilirler (Kathiresan and Manivannana 2006).

p-Amilaz (EC 3.2.1.2)

Exoamilaz olan B-amilaz, a-1,4-glikozidik baglari; pargalayarak glikoz ve maltoz gibi

diisiik molekiil agirlikli iiriinler tretirler (Sivaramakrishnan et al. 2006).

Glukoamilazlar (EC 3.2.1.3)

Bu enzim, polisakkaritlerin hem a,1-6 hem de o,1-4 glikozidik baglarinin hidrolizini
katalize ederek glikoz veren ekso-etkili bir glukoamilazdir. y-amilaz asidik pH 3.0'da bile
kararlidir. Esas olarak Aspergillus oryzae, A. niger, Rhizopus oryzae, R. niveus ve R. delemar

gibi ipliksi mantarlarda goriliirler (Paul et al. 2021).

Amilaz Kaynaklari

Canlilarin 3 domaininde bulunan organizmalarin ¢ogu a-amilaz {iretir, ancak
endiistrilerdeki uygulamalarin ¢ogu mikrobiyal kaynaklardan elde edilmektedir (El-Kady et al
2017). En sik kullanilan a-amilaz, ¢esitli Bacillus tiirlerinden elde edilir ancak endiistriyel sinif
a-amilaz, 1stiya ve alkalin pH'a dayanikli a-amilazlari gerektirdigi i¢in bu durumlarda

arkealardan iiretilen a-amilazlar tercih edilmektedir (Kathiresan and Manivannana 2006).

Amilazlar gida, fermantasyon, tekstil ve kagit sanayisine kadar birgok biyoteknolojik
uygulamada kullanilmaktadir. Endiistride kullanilan amilazlarin ¢ogu mikrobiyal kaynaklardan
gelir ve asir1 pH, sicaklik, ozmolarite ve basing gibi ¢ok ¢esitli kosullarda yiiksek enzimatik
aktiviteye ve uygun iretim maliyetlerine sahip olduklarindan dolayr mikrobiyal amilazlar,
farkli endiistrilerdeki kimyasal hidroliz islemlerini geride birakmistir. Ciinkii nisasta isleme
endiistrisinde kimyasal hidroliz olarak kullanilan asit hidrolizinin iiretilen tiriinlerde stabilite
sorunlari, yiiksek enerji gereksinimleri ve ndtralizasyon adimlarinin fazlaligi gibi birtakim

dezavantajlar1 vardir (Rana et al. 2013).

Artan a-amilaz {iretimini karsilamak i¢in daha verimli suslara ihtiya¢ vardir. Arastirmacilar,

verimli a-amilaz tireten susu secerken, susun a-amilazi daha fazla iiretmesine, substrat kullanim



kapasitesine, olumsuz ¢evre sartlarinda bile enzim {iretimi yapabilmesine ve en diisiik maliyet
ile gereksinimlerini karsilayabilmesi gibi c¢esitli faktorleri goz Oniinde bulundurmaktadir.
Gegmis yillarda, degisen sicaklik, pH ve ozmolarite aralig1 gibi asir1 ortamlarda hayatta kalma
konusundaki muazzam potansiyelleri nedeniyle alan arkealarine dikkat c¢ekilmektedir.
Arkea'dan sonra, rekombinant suslar da baz1 arastirmacilar tarafindan yabanil ¢esitlere kiyasla
gelismis nitelikleri nedeniyle kullanilmaktadir. a-amilazin seri tiretimi igin rekombinant DNA
teknolojisine de onem verilmelidir. Yabanil mikroorganizmalarin enzim iretimi oldukca
diisiiktiir. Bu nedenle enzim iiretimini arttirmak igin, o-amilaz kodlayan yabanil gen
klonlanabilir ve tekrar ifade edilebilir (Paul et al. 2021).

a-amilazlarin ¢ogunlugu mikroorganizmalar tarafindan iiretildigi i¢in bunlarin teshisi,
molekiiler karakterizasyonu ve biyokimyasal Ozelliklerinin arastirilmasi ¢ok 6nemlidir.
Metagenomik tabanli yaklasimlar zorlu ¢evre kosullarinda dikkat ¢ekici 6zelliklere sahip a-
amilaz gibi endiistriyel enzimleri kesfetmek i¢in hayati bir aractir, toleransli suslarin
tiretilmesinde kullanilabilir ve endiistrilerde muazzam uygulamalara hizmet edebilir. Buna
ragmen o-amilaz elde etmek i¢in metagenomik yaklagimlarin uygulanabilirligini belirten

yalnizca birkag ¢aligma mevcuttur (Bilal et al. 2018; Ngara and Zhang 2018).

Amilaz Uretimi icin Substratlar

Bir mikroorganizma c¢ogalma ve metabolizma i¢in ¢esitli besinlere ihtiya¢ duyar.
Besiyeri ortamin bilesimi, mikroorganizmalarin biiylimesini ve metabolizmasini dogrudan
etkiledigi i¢in enzim dretimini ve enzim aktivitesini de onemli Olglide etkiler. Her
mikroorganizmanin kendine ait bir besin ihtiyaci vardir. Enzim {iretimini arttirmak igin
gelistirme ortaminin ¢esitli olas1 konsantrasyonlarda inorganik ve organik karbon ve nitrojen
kaynaklar ile desteklenmesi gerekmektedir (Paul et al. 2021). Endiistride artan talepleri
karsilamak igin tiretim maliyetini artirmadan verimi artirmak gerekmektedir (Walia et al. 2012).
Dogal kaynaklar ve endiistriyel atiklar, enzimlerin {iretimi i¢in ekonomik ve ulasilabilir

hammaddeler olarak biyoteknolojide ¢ok¢a kullanilmaktadir (Kaur and Vyas, 2012).

Enzimler, bir¢ok endiistriyel alanda uygulamalar1 olan iirlinlerdir. Endiistriyel enzim
iretim prosesinin uygulanabilir oldugu kadar ekonomik olmasi da gerekir. a-amilaz iiretimi i¢in
birgok inorganik ve organik substrat gesitleri vardir. Enzim tiretimi igin genellikle maliyeti daha
fazla olan ¢oziinebilir nisasta kullanilmaktadir. Endiistriyel tiretimde bu maliyeti diisiirmek i¢in
yeni, verimli ve uygun substratlar gerekmektedir. Son yillarda arastirmacilar, iiretim maliyetini
azaltmak i¢in ¢esitli zirai yan iiriin substratlarini tercih etmislerdir. Bu yeni substratlar nisasta
bakimindan daha zengin, ucuz ve ayn1 zamanda kat1 atik sorununu ¢6zen kaynaklardir. Bunun

yaninda bazi substratlar tek baglarina mikroorganizmanin beslenme gereksinimlerini
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karsilayamazlar ve sonu¢ olarak disaridan besin takviyesine ihtiya¢ duyarlar.
Mikroorganizmalarin bu tiir substratlar1 kullanarak enzim tiretmelerine izin verilirse, verimli
bir tiretim olmaz c¢iinkii 6zellikle lignoseliilozik biyokiitleler, mikroorganizmalar tarafindan

kolayca sindirilemez veya sindirilmeyen kompleks karbonhidrat igerir (Pranay et al. 2019).

Amilaz iiretimi i¢in ucuz ve verimli karbon kaynagi olarak bugday kepegi ve piring
gevregi (Kaur and Vyas, 2012), atik patates nisastas: (Asgher et al. 2007), soya fasulyesi
kiispesi (Yang et al. 2011), misir proteini, findik kiispesi ve peynir alt1 suyu (Yaras et al. 21011)
kullanilan subsratlar arasindadir. Ayrica misir kogani, sebze ve meyve kabuklari, seker kamisi
kiispesi ve hindistan cevizide kullanilan diger tarimsal yan iriinler arasindadir (Paul et al.

2021).

a-Amilaz Enziminin Uretimi

a-amilaz enzimi kati hal fermantasyonu (SSF) ve batik fermantasyon (SmF) olarak iki
fermantasyon teknigi ile tiretilmektedir (Sekil 1). SmF, enzim {iretimi i¢in kullanilan en eski
yontemdir Ve ticari olarak a-amilaz tiretiminin ¢ogu SmF'de gergeklestirilir (Rana et al. 2013).
SSF ise giiniimiizde SmF'nin belirli sinirlamalarinin Gstesinden gelmek igin yaygin olarak
kullanilan bir yontemdir. SmF'de mikroorganizmalarin biiyiimesi, sivi besiyeri iginde olur ve
biiyiilk 6lg¢ekli mikroorganizma inkiibasyonuna iliskin tiim fizikokimyasal parametreler
optimize edilir. SmF i¢in en yaygin kullanilan substratlar, ¢oziinebilir nisasta, melas, meyve ve
sebze sularidir. SmF kullaniminin dezavantajlari, kullanilan besiyeri ortamiin yiiksek maliyetli
olmasi, enzim veriminin azhig1 ve atik su miktarinin fazla olmasidir (Allala et al. 2019; Paul et
al. 2021). Diger taraftan SSF’de substrat, yalnizca destek veya hem destek hem de besin
saglayabilir. SSF’de {liretilen metabolitlerin konsantre olmasi ve saflastirma prosediirlerinin

daha az maliyetli olmasi nedeniyle iyi bir alternatif olusturmaktadir (Dharania and Kumaran
2012).
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Sekil 1. a-amilaz tiretiminin ¢esitli adimlari, Paul et al. (2021)’den gevrilerek.
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Mantarlarda a-amilaz tretimi, kiltirin hem fiziksel hem de biyolojik durumuna
baghdir. Ozellikle, o-amilaz gibi hiicre dis1 enzimler i¢in funguslarda miselyum gelisiminin
miktar1 onemlidir (Carlsen et al. 1996). Sicaklik, pH, inkiibasyon siiresi, siirfektanlar, karbon,
azot ve fosfat kaynaklari, metal iyonlari, nem ve ¢alkalama hiz1 gibi ¢esitli kimyasal ve fiziksel

faktorlerin a-amilaz tiretimini etkiledigi bilinmektedir (Rana et al. 2013).

a-Amilazlarin Uretiminin Optimizasyonu

Ekonomik substrat ve verimli a-amilaz iireten sus se¢ciminden sonra, enzim iiretimini
arttirmak icin optimum kosulu belirlemek iizere c¢esitli fizikokimyasal parametrelerin
optimizasyonuna ihtiyag¢ vardir. Optimizasyon islemleri tek seferde bir faktor degisimi (OFAT)
ile ¢esitli parametrelerin optimizasyonu veya yanit yiizeyi metodolojisi (RSM) gibi istatistiksel
araglar uygulanarak iistesinden gelinebilecek zaman alan bir yaklagimdir (Paul et al. 2021).
Ayrica enzimin kararliligi, verimli ¢alisip ¢aligmayacagini belirleyen faktorlerden biridir.
Cesitli enzim uygulamalarinin yapilmasi i¢in enzimin kararli olmasi gerekir. Bu nedenle
enzimlerin degisik sicaklik ve pH araliklarinda ve giiglii kimyasallarin varliginda bile optimum

calismasi gerekmektedir (Gupta et al. 2003).

pH

pH, mikroorganizmanin metabolizmasini etkileyerek enzim iiretim seviyesinde, enzim

aktivitesinde ve organizmanin biiyiimesinde dnemli rol oynar. Bu nedenle pH enzim verimini



arttirmak i¢in degerlendirilmesi gereken onemli bir faktordiir. (Paul et al. 2021). Nisastaya
uygulanan 6n islem, yaklagsik 4-5 gibi diisiik bir pH'ta gerceklestirilir. Boyle bir 6n islem igin
ihtiya¢ duyulan ekstrem kosullar, yiliksek sicaklik ve diisiik pH'ya dayanikli enzimlerin
kullanimin1 gerektirir (Rana et al. 2013). Amilazlar, 2 ila 12 arasinda degisen bir optimum
pH’da izole edilmis olup; ¢ogu bakteri ve mantardan elde edilen a-amilazlar pH 7 ve altinda

optimum pH'a sahiptir (Pandey et al. 2000).

Sicakhk

Sicaklik; enzim hidroliz hizim1 etkileyen en Onemli faktorlerden biridir.
Mikroorganizmanin iiremesini ve hayatsal faaliyetlerini etkileyerek enzim tiretimini énemli
6l¢iide degistirebilir. Her mikrobiyal sus, belli bir sicaklik araliginda gelisir ve enzim iiretebilir.
Yiiksek sicaklik, hiicre canliligimi ve enzim iretimini engellerken, diisiik sicaklik ise

mikroorganizmanin metabolizmasini baskilayarak enzim verimini azaltir (Amoozegar et al.

2003).

Nisastanin igslenmesi sirasinda jelatinizasyon ve sivilagtirma gibi 6n iglemlerin 90-110
°C araliginda sicakliklarda yapilmasindan dolay1 a-amilazlarin bu sicakliklarda aktif olmasi
arzu edilir; bu nedenle, daha termofilik ve termostabil a-amilazlara yonelik bir ihtiya¢ vardir
(Burhan vd 2003). Fusarium oxysporum un iirettigi amilazin optimum sicaklik araligi 25-30
°C iken arkebakteriler i¢in optimum sicaklik araligi 100 ve 130 °C oldugu bildirilmistir (Rana
et al. 2013).

Inkiibasyon siiresi

Mikroorganizmalarin inkiibasyon siiresi enzim iiretim verimini etkiler. Inkiibasyon
sliresi az ya da fazla yapilirsa maksimum verime ulagilamaz. Optimum siireye ulasana kadar
inkiibasyon siiresinin artmasiyla enzim iiretimi de artar. Inkiibasyon siiresinin artmasi
durumunda besiyerindeki kaynaklarin tiikenmesi veya zehirli maddelerin artmasi nedeniyle

enzim Uretimi azahr (Paul et al. 2021).

Substrat kullanimi

a-amilaz nisasta veya maltoz varliginda indiiklenebilir bir enzimdir. Yapilan ¢alismalar
amilazlarin ¢oziinlir nisasta, amiloz, amilopektin, glikojen ve maltodekstrinler tarafindan
indiiklendigini gostermistir. Nisasta, glikoz, maltoz, laktoz, fruktoz, yaglh tohum kiispesi, seker
kamis1 kiispesi, hurma atig1 ve bazi geleneksel olmayan substratlar a-amilaz tiretimi igin

kullanilmigtir (Suganthi et al. 2011; Bhattacharya et al. 2011; Acourene and Ammouche 2012).



Genetik miihendisligi yaklasimlari

Bu enzimlerin uygulamalarindaki artisla birlikte, talep belirli yonlerden 6zgiilliigii olan
enzimlere kaymistir. Arastirmalar, mikroorganizmalardan yiiksek 1siya dayanikli ve farkli pH
araliklarinda c¢alisabilen o-amilaz tiretmeye, onlari genetik olarak manipiile etmeye veya
bolgeye yonelik mutajenez uygulamalar1 yapmaya odaklanmistir. Bélgeye yonelik mutajenez,
katalitik bolgeye 6zel amino asitlerin eklenmesi, modifikasyonu veya ¢ikarilmasi yoluyla bir
enzimin katalitik ve yapisal yonlerinin degistirilmesinde 6nemli rol oynar. Son yillarda,
yonlendirilmis evrim ve rasyonel veya yart rasyonel tasarim gibi enzim miihendisligi
yaklagimlari, arttirilmis termostabilite, asir1 pH stabilitesi, substrat 6zgilligli ve ¢esitli
kimyasallar1 tolere edilebilirlik gibi istenen 6zellikleri elde etmek miimkiin olmaktadir (Dubey
et al. 2019).

o-Amilazlarin Endiistriyel Uygulamalar:

Nisastanin iglenmesi, nigasta graniillerinin ¢6ziinmesini igeren jelatinlestirme,
nisastanin kismi hidrolizinin gergeklestirildigi sivilastirma ve daha fazla hidroliz yoluyla glikoz
ve maltoz lretimini i¢eren sakKarifikasyonu igerir (Prakash and Jaiswal 2010). a-amilazlar
nisastanin sakkarifikasyonu veya sivilagtirilmasindaki kullanimlarinin yani sira, tekstil
liflerinin hasillanmasinda, bira veya meyve sularinda olusan bulanikligin giderilmesinde,
hayvansal iirlinlerin 6n terbiyesinde, sindirilebilirligi artirmak i¢in yem sanayinde, diisiik

sicakliklarda yikama i¢in deterjanlarda kullanilmaktadir (van der Marc Maarel et al. 2002).

a-amilazlar gibi amilolitik enzimlerin siirekli olarak artan endiistriyel uygulama alanm
bu enzimlerin kesfedilmesi talebini de artirmistir. Bu baglamda a-amilazlarin modern veya yeni
uygulamalari arasinda atik su aritma (Suribabu et al. 2014), hidrojel olusumu, kontrollii ilag
dagitimi (Dumoulin et al. 1999) farmasétikler ve ilag, biyofilm inhibitorii olarak kullanimi
sayilabilir. Ayrica nisastanin sekere doniistiiriilmesi ve sivilagtirilmasi, peynir olgunlastirma ve
tatlandirma, hayvan yemi, etanol liretimi, deterjanlar ve camasirhane ile tekstil ve kagit

endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Xie et al. 2014; Song et al. 2016).

Biyoetanol iiretimi

Yenilenebilir enerji kaynaklarina olan talep arttik¢a nisastadan biyoetanol iiretimi hizla
artmistir. Endiistride biyoetanol, basta Saccharomyces cerevisiae olmak iizere bir¢ok
mikroorganizma tarafindan gerceklestirilen fermantasyon islemleri yoluyla sekerlerden tiretilir.
S. cerevisiae fermantasyon igin nisastay1 dogrudan kullanamaz. Bu nedenle nisastanin glikoz
molekiillerine pargalanmasi gerekmektedir. Nisastanin hidrolizi i¢in de ¢esitli 6n islemlere tabi

tutulmasini gerekir. Geleneksel olarak endiistriyel islemlerde nisastay1 pargalamak i¢in yiliksek



sicakliklarda pisirilmesi ve ardindan pargalama i¢in enzimlerin eklenmesi gerekir. Bu nedenle,
ham nisastay1 hidrolize eden bir enzimi ifade eden, genetigi degistirilmis bir maya tiirli, oda
sicakliginda nisastanin hidroliz islemini gergeklestirerek biyoetanol iiretiminin maliyetini

biiyiik 6l¢iide azaltabilir (Liao et al. 2012).

Deterjan sanayisi

Deterjanlarin daha iyi leke g¢ikarmasi ve kimyasal olarak cevre kirliligine sebep
olmamasi i¢in enzimlerin kullanimi daha da yaygmlasmistir. Amilazlar, patates, muhallebi,
cikolata vb. gibi nisastali gidalarin kalintilarin1 daha kiigiik molekiillere ayristirmak ig¢in
camagir ve bulasik deterjanlarinda kullanilmaktadir. Bu nedenle deterjan endiistrisi amilazlarin
birincil tiiketicileri arasindadir. Amilazlar yaklasik olarak sivi deterjanlarin  %90'ninda
bulunmaktadir. Ozellikle daha diisiik sicakliklarda ve yiiksek pH'da aktiviteye sahip olan
amilazlar, temizleme sartlarinda kararliliklarini korumaktadirlar. Nisastanin varligi diger
kirleticiler i¢in tutunma yeri olusturdugu i¢in onun ylizeylerden uzaklastiriimasi temizligin
saglanmasi i¢in ekstra Onem tasimaktadir. Deterjan endiistrisinde kullanilan amilazlar
genellikle Bacillus cinsinden elde edilmektedir (Olsen and Falholt 1998; Gupta et al. 2003,
Mitidieri et al. 2006).

Tekstil endiistrisi

Nisasta; ekonomik, erisilebilir ve oldukc¢a kolay uzaklastirilabilmesi nedenleriyle tekstil
endistrisinde siklikla tercih edilmektedir. Amilazlar tekstil endiistrisinde dokuma islemi
sirasinda ipliginin kopmasini 6nlemek icin giiclendirme maddesi olarak kullanilir. Boylece
daha hizli ve giivenli bir dokuma saglanir. Dokuma islemi bitikten sonra kumastaki hasil
maddesi olan nisastanin s6kme islemi i¢in amilazlar kullanilmaktadir. o-amilazlar sadece
nisastay1 parcalar ve iplik liflerine zarar vermez. Ozellikle Bacillus cinsi bakterilerden elde
edilen amilazlar olduk¢a uzun bir siiredir tekstil endiistrisinde kullanilmaktadir (Gupta et al.

2003; Ahlawat et al. 2009, Rana et al.2013).

Kagit endiistrisi

Kagit endiistrisinde, kagidin yazma kalitesini iyilestirmek, kagidin yiizeyinin yeterince
plriizsiiz ve saglam olmasini saglamak i¢in nisasta ile kaplama islemi gerceklestirilir.
Amilazlar ise bu kaplanmis kagit nisastasinin modifikasyonu i¢in kullanilmaktadir (van der

Marc Maarel et al. 2002).



Firincilik endiistrisi

a-amilazlar firincilik endistrisinde; hamurun mayalanmasi, sindirime yardimet
maddelerin hazirlanmasi, kek ve nisasta suruplar1 gibi iirlinlerin {iretilmesinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Hamura a-amilaz ilavesi, mayalarin unun i¢indeki nisastay1r fermente
edebilecegi daha kiigiik seker molekiillerine pargalayarak fermantasyon hizinin arttirir. Boylece
hamurun hacminde ve dokusunda iyilesmeler saglar. Ayrica hamurda fermente seker
olusumunu arttirarak ekmegin tadin1 ve kabuk rengini iyilestirir. Fermente olabilen bilesikler
liretmenin yani1 sira, a-amilazlar ayrica ekmek pisirmede bayatlama onleyici bir etkiye sahiptir

ve firinlanmis tirtinlerin yumusakligin1 koruyarak bu iiriinlerin raf démriinii uzatirlar (Ghorai et

al. 2009).

Amilazlarin kiiresel pazar payi

2020 yilinda, a-amilaz igeren endiistriyel enzimlerin pazar payi, 5 yillik %8,2'lik bilesik
yillik bitylime orani ile toplam 7,5 milyar dolar1 bulmustur ve yakin gelecekte de bu artigin hizla
slirecegi On goriilmektedir. Diinya enzim ihtiyaci 12 biyiik tretici firma tarafindan
karsilanmaktadir. a-amilazin en 6nemli ve biiyiik dlgekli iireticileri arasinda Danimarka’da
bulunan Novozymes, ABD’da DuPont ve Isvigre’de Roche sirketleri gelmektedir (Paul et al.
2021).



KURAMSAL TEMELLER

Bakteriler, mantarlar, bitkiler ve hayvanlar olmak {izere ¢ok gesitli organizmalar a-
amilaz tiretebilir. Mikroorganizmalar yiiksek lireme ve biiylime orani ile yiiksek hacimde a-
amilaz liretiminin birincil kaynagini olustururlar. Ayrica, genetik olarak manipiilasyonun kolay
olmasi ile mikroorganizmalardan yeni 6zelliklere sahip a-amilazlar {iretilebilir ve tiretimleri

kolayca optimize edilebilir.

Omegin Bacillus amyloliquefaciens, B. licheniformis ve B. stearothermophilus’un

endiistriyel uygulamalar i¢in muazzam miktarda a-amilaz tiretebildigi gosterilmistir (Far et al.

2020; Farooq et al. 2021).

Yang ve arkadaslar1 Bacillus alcalophilus ve B. subtilis'ten iiretilen rekombinant alkalin

a-amilazin pH 7 ila 11 arasinda optimum 9,5’da kararli oldugunu bildirmislerdir (Yang et al.

2011).

Elumalai ve arkadaslar1 tarafindan SmF altinda B. subtilis B2 tiiriiniin enzim iiretme
kapasitesi iizerindeki mavi, yesil, kirmizi ve beyaz LED isiklarin ve beyaz floresan 1518in
etkisini analiz ettikleri bir ¢alismada mavi LED 1s1@inin o-amilaz iiretimini arttirdigi

gosterilmistir (Elumalai et al. 2019).

Amilazlar 6zellikle termofilik ve halofilik 6zellikteki organizmalar basta olmak {izere
aralarinda Bacillus ve Aspergillus cinslerininde bulundugu bir¢ok prokaryotik ve okaryotik
birgok konuk¢udan izole edilmistir (Hema et al. 2006; Asgher et al. 2007, Joel and Bhimba
2012, Pandey and Singh 2012).

Nisasta isleme adimlarinin ¢ogu (sakkarifikasyon, jelatinlestirme ve sivilagtirma gibi),
yiiksek sicakliga ihtiya¢ duydugu i¢in, termostabil olan a-amilazlar, bu zorlu kosullarda
faydalidir. Geobacillus cinsi bakteri kaplicalardan izole edilmistir ve termostabil a-amilazin en
yaygin kaynaklari arasindadir. Termofilik amilazlarin mezofilik a-amilazlardan daha fazla
yapisal esneklige sahip oldugu kanitlanmistir. Halofilik a-amilazlar ise, tuzlu su ve yliksek
sicaklik kosullarimi tolere eder. o-amilazin halofilik bakteriyel kaynaklarindan biri
Nesterenkonia sp. kloroform, benzen ve toluen gibi organik c¢oziiciilerde bile katalitik
aktivitesini koruyan bir enzim iiretir (Ouédraogo et al. 2012). Haloalkalofilik amilazlar ise,
nisasta hidroliz islem basamaklarinda, kagit ve deterjan iiretim endiistrilerinde biiyiik bir Gneme

sahiptir (Rana et al. 2013).
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Endistride enerji kaynaklarinindaha verimli kullanilmasi i¢in Soguk aktif o-amilaz
yaygin olarak kullanilmaktadir. Ornegin marin bakterileri diisiik sicakliklarda canli kalabilir ve
soguk aktif enzimler iiretebilir. Bu tip enzimler 6zellikle deterjan endiistrisinde tercih edilmekte
olup; soguk su ortaminin kiyafetlerin renginin korunmasina yardimci olmasi ve isitma icin

enerji harcanmamasi yoniinden avantajli kabul edilir (Paul et al. 2021).

Firincilik sektoriinde soguga adapte olmus amilazlar, hamur fermantasyon siiresini
azaltir ve ekmek kalitesini iyilestirir. Pseudoalteromonas sp. M175 Antarktika buzullarindan
izole edilmistir ve soguk stabil alfa-amilaz kaynagi olarak kullanilmaktadir (Carrasco et al.
2017).

Bununla birlikte mantar orijinli amilazlarin ticari 6l¢ekte bakteriyel enzimlere gore daha
stabil oldugu bulunmustur (Abu et al. 2005). Funguslar enzimi hiicre disina salgilamasi
nedeniyle endiistride a-amilaz tiretimi i¢in iyi bir kaynaktir. Funguslardan Aspergillus niger, A.

awamori ve A. oryzae ticari a-amilaz kaynaklar1 arasinda bulunur (Fossi et al. 2005).

Xian ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢alismada Talaromyces pinophilus sentetik
besiyerinde gelistirilmis ve elde edilen amilazin pH 4-5 aralifinda aktif oldugu ve 55 °C
optimum aktivite gosterdigi bildirilmistir (Xian et al. 2015). Trichoderma pseudokoningii ile
yapilan bagka bir calismada ise SSF’da portakal kabugu kullanilmis elde edilen enzimin 50 °C
optimum aktivite gosterdigi bildirilmistir (Abdulaal 2018).

Tanaka ve arkadaslar1 Mortierella alliacea tiiriinden saflastirmis olduklar1 amilaz ile
yaptiklar1 ¢caligmalarda 61 ve 31 kDa boyutlarinda iki altbirimden olusan ve SDS PAGE de 92
kDa boyutlarinda goriintiilenen enzimin pH 5-6 araliginda ve 55 °C’de maksimum aktiviteye

sahip oldugunu bulmuslardir (Tanaka et al. 2002).

Carrasco ve arkadaslarinin Antartik bir maya tiirii olan Dioszegia fristingensis ile
yapmis olduklar1 ¢alismada ise izole edilen a-glukozidaz’in 30 kDa boyutunda monomerik bir
yapida oldugu pH 5.5-6.5 araliginda ve 37-40 °C’de maksimum aktiviteye sahip oldugunu
belirlenmistir (Carrasco et al. 2017).

Ouédraogo ve arkadaslar1 patates atiklarindan 25 maya izole etmis ve bunlardan 10
tanesini nigasta hidroliz etme yetenegine gore sonraki ¢alismalar i¢in se¢mistir. En iyi hidroliz
zonunu veren organizmanin 24 mm hidroliz zonu ile Candida utilis oldugu bildirilmistir. Bu
izolatt 19 mm hidroliz zonu ile C. guillliermondii, 15 mm hidroliz zonu ile Trichosporon

mucoides izlemistir (Ouédraogo et al.2012).
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Ayrica son zamanlarda, Schwanniomyces castelli, S. fibuligera, Candida antarctica, C.
lusitaniae, C. famata ve Cryptococcus sp. gibi mayalarin nisastay1 hidrolize etme kabiliyetine
sahip oldugu bulunmus olup; bu tiirlerden elde edilen bazi amilazlarin endiistriyel amilazlarin
en popiiler ve 6énemli formlarindan biri oldugu vurgulanmaktadir. Ticarilesme agisindan {imit
vadeden maya kaynakli amilazlar hakkinda daha ¢ok arastirmaya ihtiya¢ vardir (Djekrif et al.
2016). Yabanil tip a-amilazlarin, uygun olmayan ¢evre sartlarinda verimli ¢alisabilmesi igin
baz1 modifikasyonlarin yapilmas: gerekir. Onemli olan sadece o-amilaz iiretimi degil, aym
zamanda asir1 gevre sartlarinda ¢alisabilmesi igin yabanil tip a-amilazlarin yapisal alanlarini

degistirmek ve en uygun izolatlarin ortaya ¢ikarilmasini saglamaktir (Paul et al. 2021).

Yeni lretici tiirlerin izolasyonunda, izolasyon bolgesi ve kaynagi se¢iminin oldukga
onem tasidig1 bilinmektedir. Ozel niteliklere sahip izolasyon bdlgelerinden elde edilen izolatlar,
var olanlara kiyasla farkl karakterlerde olabilmekte ve bu lokal izolatlarin farkli yetenekleri ise
caligmanin Ozgiinliigiinii ortaya koymasina yardimci olmaktadir. Bu galismada izolasyon
bolgesi olarak Dogu Anadolu Bolgesi’nde bulunan Erzurum; izolasyon kaynagi olarak ise
patates tarimi yapilan topraklar ve un fabrikasi se¢ilmistir. Erzurum, Dogu Anadolu Bolgesinin
en yiiksek patates iiretiminin gergeklestirildigi alanlar olup; uzun yillardir aymi topraklarda
iiretim yapilmaktadir. Ayni zamanda tez ¢aligmasinin yiiriitiilecegi bolgeye yakin olmasi tercih
sebebi olmustur. Bahsi gegen izolasyon bolgeleri yiiksek miktarda nisasta i¢eren kalintilar
icermekte olup, bu alanlarda nisasta parcalama kabiliyetinde olan amilaz iretici
mikroorganizmalarin adapte olarak baskin tiirler haline gelmeleri oldukga yiiksek bir olasiliktir.
Bu nedenlerle secilen izolasyon bolgesi ve izolasyon kaynaklar1 yeni {iretici tiirlerin izolasyonu

i¢cin limit vadetmektedir.
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Materyal

MATERYAL VE METOT

Kullanilan kimyasal maddeler Sigma Aldrich (USA) ve Merck A.S. (USA)

firmalarindan alinmistir. Besiyerleri, Oxoid (UK) firmasindan alinmistir.

Kullanilan cihaz modelleri

Bu tez calismas1 deneyleri Atatiirk Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii’'nde

bulunan Mikrobiyoloji Laboratuvarinda gergeklestirilmistir. Kullanilan cihazlarin listesi marka

ve modelleri ile birlikte Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1. Tez Calismasi I¢in Kullanilan Cihazlarin Marka ve Modelleri

Cihaz Adi Marka/Model
Buzdolabi Argelik
Calkalamali Inkiibator Zhicheng, 2102C

Elektroforez Sistemi
Spektrofotometre
Hassas Terazi

Jel Gorlintiileme Sistemi
Magnetik Karistirici
Steril Kabin
Otoklav

pH Metre

PZR Cihazi
Sogutmali Santrifiij
Inkiibator

Saf Su Cihaz1

Vorteks

BioRad
MultiskanGo, Thermo SCIENTIFIC
Radwag

BioRad
WiseTherm HB-96
Microtest
Hirayama, HV110
Hanna

Thermo

SIGMA
Philip-Harris

GFL, 2004

JEIO TECH

Izolasyon besiyeri

900 ml saf su igerisine 10 gr ¢6ziiniir nisasta, 5 gr tripton, 3 gr KaHPO4, 2,5 g (NH4)2S0s4,
0,29 MgS0Og4, 0.13gr CaCly, 0.02g FeSO4, 0.06gr Trypan Blue ve 30 gr agar eklenerek 1siticili

manyetik karistiricida iyice ¢oziinmesi saglanmigtir. Ardindan pH 5’e ayarlanarak, 1 litreye
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tamamlanarak otoklavlanmistir. Otoklavdan ¢ikarilan besiyeri 45 “C’ye kadar sogutulduktan

sonra Petri plaklarina eklenerek sogumaya birakilmistir (Xian et al. 2015).

Enzim tiretim ortam

900 ml saf su igerisine 10 gr ¢6ziiniir nisasta, 5 gr tripton, 3 gr KoHPO4, 2,5 g (NH4)2S0s4,
0,29 MgSOs, 0.13gr CaClz, ve 0.02g FeSOs eklenerek 1siticili manyetik karistiricida iyice
¢Oziinmesi saglanmistir. Ardindan pH 5’°e ayarlanarak, 1 litreye tamamlanarak otoklavlanmistir

(Xian et al. 2015).

Aktivite dl¢iimii icin tampon ¢ozelti

0,1 M sitrik asit ¢ozeltisinden 6,5 ml ve 0,2 M sodyum fosfat ¢cozeltisinden 43,6 ml
alinarak karistirilmis ve son hacim 100 ml olacak sekilde saf su eklenerek hazirlanmistir (Fossi

et al. 2005).

Substrat c¢ozeltisi

Bir 6nceki basamakta hazirlanan 100ml sitrat-fosfat tamponu igerisine 1 g ¢6ziilebilir

nisasta eklenmis ve ¢ozelti 15 dakika kaynatildiktan sonra sogumaya birakilarak hazirlanmistir

(Fossi et al. 2005).

DNSA cozeltisi

Oncelikle 12 g sodyum potasyum tartarat 8ml 2N NaOH ¢ézeltisi igerisinde yavasca
karistirtlarak ¢Oziilmiistiir. Ardindan 20 ml saf su ve 0.438g 3,5-dinitrosalisilik (DNSA)

eklenmis ve son hacim 40 ml’ye tamamlanmustir (Carrasco et al. 2017).

Iyodin cozetisi

90 ml saf su igerisine 0,3 gr I ve 0,6 gr KI eklenerek 100 ml’ye tamamlanarak
hazirlanmistir (Ouédraogo et al. 2012).

Agaroz jel

%1°lik agaroz jeli hazirlamak i¢in 100 ml’lik erlene 6nceden tartilmis 1gr agaroz ve
tizerine 100 ml 1X TAE tamponu ilave ederek kaynatilmistir. Cozelti yaklasik 50°C’ye
diistiikten sonra 5 pl Safe DNA (EcoTech) ilave edilerek jel elektroforez kaseti igerisine

dokiilmiistiir.
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SDS-PAGE

SDS-PAGE Jel Tablo 2°de belirtilen kimyasallar kullanilarak hazirlanmig ve Tablo 2°de

verilen siraya gore eklenmistir. Karisim donmast igin sisteme yiiklenmistir.

Tablo 2. SDS-PAGE Jeli Hazirlamak i¢in Gereken Kimyasallar maddeler ve Miktarlar

Ayirma Jeli

Kimyasallar Miktar
dd H20 2.85ml
Tris (pH:8.8, 2M) 1.95ml
Akrilamid (%30) 5 ml
SDS (%10) 100 pl
APS (%10) 100 pl
TEMED 10 pl
Yiikleme Jeli

Kimyasallar Miktar
dd H20 3.6 ml
Tris (pH:6.8, 1M) 625 ul
Akrilamid (%30) 670 ul
SDS (%10) 50 pl
APS (%10) 50 pl
TEMED 5pl

Yiiriitme tamponu (running buffer)

3 g Tris, 14,4 g Glisin ve 1 g SDS 1L saf suda ¢oziilerek hazirlanmistir.

Boyama tamponu

1 g Coomasie Brilliant Blue R boyas1 100 ml asetik asit ve 300 ml etanolde ¢oziilerek
son hacim 1 L’ye tamamlanmuistir.

Yikama tamponu

100 ml asetik asit, 300 ml etanol ve 600 ml saf su ile hazirlanmistir.

Metot
izolasyonda kullanilacak érneklerin toplanmasi

Orneklem bolgesi olarak karasal iklimin hakim oldugu, hem yiikselti hem de soguk

bakimindan iilkemizin diger kisimlarindan ayrilan Erzurum segilmistir. Bu se¢imde 6zellikle
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yogun sekilde patates iiretiminin yapildigi ilgelerin bulunmasi da etkili olmustur. Bu amagla
patates ekiminin yapildigi tarlalardan Nisan 2022- Haziran 2022 tarihleri arasinda toprak
(Oudraogo et al. 2012), ¢iirlimiis patates yumrular1 ve un fabrikasindan (Fossi et al. 2005)
tortular alinarak steril torbalar igerisinde laboratuvara getirilmistir. Orneklerden 1 gr tartilarak
10ml steril fizyolojik su igerisinde siispanse edilmis ve hazirlanan seri diliisyonlardan 0.1ml
inokiilasyon i¢in kullanilmistir. Patates yumrular ise steril bistiiri ile 1 gr kadar kesildikten
sonra 10 ml steril fizyolojik su i¢erisinde homojenize edilmis ve hazirlanan seri diliisyonlardan

0,1ml inokiilasyon i¢in kullanilmistir.

Amilolitik izolatlarin izolasyonu ve seleksiyonu

Bu amagla tek karbon kaynagi olarak igerisinde ¢oziiniir nisasta bulunan besiyerlerinde
selektif izolasyon yapilmustir. Izole edilen organizmalar materyal nisasta igeren s1v1 besiyerine
aliarak 30°C’de 150 rpm de 5 giin boyunca inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda sivi
kiiltiirden 5 ml alinarak falkon tiipiinde 4°C de 9000 rpm de 10 dakika boyunca santrifiij
edilmistir. Elde edilen siipernatantin 80 pl’si tripan mavisi iceren nisastali agarda agilan
deliklere yiiklenmis ve 2 saat boyunca 37°C de inkiibe edilmistir. Ardindan bu besi yerleri
tripan mavisindeki renk agilma zonlarinin veya iyodin ¢dzeltisine tabi tutularak kolonilerin
etrafinda bulunan hidroliz zonlarinin biiyiikliigline gore izolatlar se¢ilmis ve segilen koloniler
arka arkaya yapilan pasajlar sonucunda saflastirilmistir. Elde edilen kiiltiir filtratlarin sonraki

deneylerde enzim aktivitesi ve protein saflagtirma amaciyla -20 °C saklanmistir (Xian et al.

2015).

Amilolitik aktivitiye sahip funguslarin molekiiler karakterizasyonu
gDNA izolasyonu

Izolatlar falkon tiiplerde 5ml PDB besi yerinde 48 saat boyunca gelistirilmistir.
Inkiibasyon sonucu olusan sivi kiiltiirler 6000 rpm de 5 dakika boyunca santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonunda slipernatant atilarak pelet kismina 600ul lysis buffer eklenip 15-20 saniye
vortekslenerek iyice karigtirllmistir. Karisimi yapilan soliisyona steril bir adet metal bilye
konularak 5-10 dakika yiiksek hizda homojenizasyona tabi tutulduktan sonra 6rnekler 12000
rpm de 10 dakika santrifiij edilerek siipernatant yeni bir tiipe alinmistir. Daha sonra iizerine 2
pl RNAaz eklenerek 15 dakika 37 °C de inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda 600 pl fenol
kloroform-izoamil alkol (25:24:1) eklenerek ¢okelti olusturmak amaciyla 1 dakika
vortekslenerek +4 °C de 12000 rpm de 10 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda {ist faz
yeni tlipe alinarak esit hacimde soguk etanol eklenerek -80 °C bir saat inkiibasyona

birakilmigtir. Bu siire sonunda +4 °C de 12000 rpm de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij
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sonunda siipernatant atilmis, elde edilen pelete 1ml %70 lik soguk etanol eklenmistir. Ayni
kosullarda santrifilij yapilarak 3 kez yikama islemi yapilmistir. Son yikama isleminden sonra
kabin iginde yaklasik 20 dakika pelet kurutulmus ve elde edilen pelete 50ul steril saf su
eklenerek ¢oziilmiistiir (Xian et al. 2015).

ITS bolgesinin PZR ile ¢ogaltilmas:

Fungal sistematikte daha ¢ok kullanilan Internal Transcribed Spacer (ITS) bolgesinin
cogaltilmasi i¢in genel ITS 1 primeri (5' TCC GTT GGT GAA CCA GCG G 3') ve ITS 4
primeri (5' TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 3’) kullanilmustir.

Bu amagla Tablo 3’de verilen PZR reaksiyon karisim: ve Tablo 4’de verilen PZR

kosullar1 kullanilmistir.

Tablo 3. PZR Reaksiyon Karigimi

2X PCR master mix 25wl
ITS1 primer 1l
ITS4 primer 1l

Su 31 ul

gDNA 2 ul

Tablo 4. PZR Kosullar

Sicakhik Zaman Dongii
95°C 2 dakika 1

94 °C 30 saniye 30
55°C 30 saniye 30

72 °C 15 saniye 30

72 °C 10 dakika 1

4°C Sonsuz

Agaroz jel elektroforezi

PZR fiirtinleri, 1gr agaroz ve iizerine 100 ml 1xX TAE tamponu ilave ederek kaynatilmig
ve donmus jele yiiklenerek, 90 V’da 50 dakika boyunca yiiriitme islemi yapilmistir.

Ekstrasyon ve dizileme

PZR fiiriinlerinden tuzlarin, primerlerin ve polimeraz enziminin uzaklastirilmasi igin,

ticari olarak satilan PZR saflagtirma kiti (EcoTech Biyoteknoloji) ile saflastirma islemi
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yapilmustir. Saflastirilan 6rnek, BM Labosis (Tirkiye) firmasindan sekans hizmeti alinarak

dizilettirilmistir. Dizilenen 6rnekler, Bioedit sortware programi kullanilarak analiz edilmistir.

Enzim aktivitesinin belirlenmesi

Izolatlarin amilaz aktiviteleri kolorimetrik bir yontem olan DNSA ydntemi (Bernfeld
1955) ile belirlenmistir. DNSA yontemi uygulanirken standart egri 5SmM’lik saf maltoz ile
hazirlanmis ve abzorbans 6l¢iimleri 540nm’de gergeklestirilmistir. Bu amagla 180 mg maltoz
100 ml saf su igerisinde ¢oziilerek stok soliisyon hazirlanmistir. Ardindan seri diliisyonlar

hazirlanarak 0,25mM-5mM konsantrasyonlarinda ¢ozeltiler elde edilmistir.

Enzim aktivitesi i¢in 400l substrat ¢ozeltisi esit hacimde kiiltiir slipernatanti veya Sitrat
fosfat tamponunda ¢6ziilmiis kismi saflastirilmis enzim ile karistirilmis ardindan 50 °C’de 5
dakika inkiibe edilmistir. Siirenin sonunda karigima 200ul DNSA ¢ozeltisi eklenerek 95 °C’de
15 dakika kaynatilmistir. Ornekler direk buza alinarak iizerlerine 1 ml saf su eklenmis ve

abzorbans 6l¢timleri 540nm’de gergeklestirilmistir.

Bir enzim iinitesi: 50 °C ve pH 7 kosullarinda, 1 dakikada,1 uM maltoz agiga ¢ikarmast

icin gerekli olan enzim miktar1 olarak tanimlanmis olup; asagidaki formiile gore hesaplanmastir.

Aktivite(U/ml): Maltoz (uM) / Enzim miktar: (ml)*inkiibasyon siiresi (dk)

En yiiksek aktiviteyi gosteren izolata ait enzimin kismi saflastirilmasi
Kismi saflastirma

10 ml kdiltiir filtrati, esit hacimde %20 TCA ile pipetaj yardim ile karigtirilmis ve -20
°C’de 2 saat boyunca bekletilmistir. Siire sonunda, 13.500 rpm’de 10 dakika boyunca santrifiij
edilerek, proteinlerin ¢okmesi saglanmistir. 3 kez %70’lik etanol ile yikanarak 13.500 rpm’de
tekrar 5 dakika boyunca santrifiij edilmis ve son olarak, aseton ile yikama yapilmigtir. Oda
sicakliginda kurutulan pellet, sitrat-fosfat tamponu igerisinde ¢oziilmiis ve daha sonraki

calismalarda kullanilmak tizere -20 °C’de saklanmustir (Fossi et al. 2005).

Protein konsantrasyonu icin standart grafik hazirlanmast ve konsantrasyonunun
belirlenmesi

Bu amacla 4 mg Sigir serum albiimini (BSA) 2 ml saf su igerisinde ¢oziilerek stok
soliisyon hazirlanmistir. Ardindan asagida Tablo 5’de verilen diliisyonlar hazirlanarak 25-2000

png/ml konsantrasyonlarinda ¢ozeltiler elde edilmistir.
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Tablo 5. Standart Hazirlamak igin Gerekli BSA Soliisyonlari

Standart Safsu(ul)  BSA (ul) Son Konsantrasyon (pg/ml)
1 0 300 Stok 2000

2 150 450 Stok 1500

3 325 325 Stok 1000

4 325 325 Standart 2 750

5 325 325 Standart 3 500

6 325 325 Standart 5 250

7 325 325 Standart 6 125

8 400 100 Standart 7 25

9 400 0 Kor

Yukarida hazirlanan her bir diliisyondan 20 pl alinarak iizerine oda sicakligina
getirilmis ClearBand Bradford Reagent (EcoTech) ¢ozeltisinden 1 ml eklenerek, karigtirilmis
ve yine oda sicakliginda 10 dakika inkiibasyona birakilmistir. Ardindan spektorfotometre cihazi
595 nm’ye ayarlanmis ve kor ile sifirlanarak tiim diliisyonlar olgiilerek standart grafik
hazirlanmistir. Deneyler sirasinda protein konsantrasyonu, Sigir Serum Albiimin (BSA) ile

hazirlanan standart grafigin formiilii kullanilarak belirlenmistir (Bradford 1976).

SDS-PAGE

Kismi saflagtirilmis enzimin molekiiler agirligint belirleyebilmek igin %151k
poliakrilamid jel hazirlanmistir. Bu amagla protein 6rnekleri, 2X yiikleme boyasi ile pipetaj
yapilarak karistirilmis ve 95 °C’de 5 dakika boyunca kaynatilmistir. Hazirlanan jele yiiklenen
ornekler, 90 V’da boya jelden ¢ikana kadar yiiriitiilmiistiir. Yiirlitme tamamlandiginda jel
kasetten alinarak, coommasie R-250 boyas1 ile boyanmis ve proteinlerin goriintiilenmesi
amaciyla yikama soliisyonunda 2 saat bekletilmistir. izlenebilir hale getirilen jelin goriintiisii,

Bio-Rad jel goriintiileme sistemi ile ¢ekilmistir.

Sicakhigin en yiiksek aktiviteye sahip izolatin amilaz aktivitesi iizerine etkisi

Sicakligin enzim aktivitesi iizerine etkisini belirlemek amaciyla 400l substrat ¢ozeltisi
ile enzim iceren 400ul sitrat-fosfat tamponu karistirilarak farkli sicakliklarda (25, 30, 35, 40,
45, 50, 55 ve 60 °C) 30 dakika siiresince inkiibasyona birakilmistir. Siirenin sonunda karisima
200ul DNSA ¢ozeltisi eklenerek 95 °C’de 15 dakika kaynatilmistir. Ornekler direk buza
alinarak iizerlerine 1 ml saf su eklenmis ve abzorbans 6l¢timleri 540 nm’de gergeklestirilmistir

(Fossi et al. 2005).
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En yiiksek aktiviteye sahip izolatin amilaz aktivitesi iizerine PH’nin etkisi

Amilazin aktivitesi tizerine pH’in etkisini belirlemek amaciyla kismi saflagtirilmis
enzime ait pelet, pH’s1 3-7 olacak sekilde ayarlanmus sitrat-fosfat tamponu igerisinde ¢oziilerek
(Xian et al. 2015), yine ayn1 pH’ya ayarlanmis igerisinde ¢oziinebilir nisasta bulunan 400ul
substrat ¢ozeltisi ile karistirilmis ardindan 50 °C’de 30 dakika inkiibe edilmistir. Siirenin
sonunda karisima 200p1 DNSA ¢ozeltisi eklenerek 95 °C’de 15 dakika kaynatilmistir. Ornekler
direk buza alinarak iizerlerine 1 ml saf su eklenmis ve abzorbans oOl¢iimleri 540nm’de

gerceklestirilmistir (Fossi et al. 2005).

Istatistiksel analizler

Deneylerin tamamu ii¢ tekrarl olacak sekilde yapilmistir. Deney sonuglar1 arasindaki
farkliliklarin  6nemli olup olmadigi, SPSS istatistik programinda tek yonli ANOVA

kullanilarak p0.05 6nem seviyesinde hesaplanmustir.
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ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Funguslari izolasyonu, Seleksiyonu ve Molekiiler Karakterizasyonu

Toprak orneklerinden 1 gr tartilarak 10 ml steril fizyolojik su igerisinde siispanse
edilmis ve hazirlanan seri dillisyonlardan 0.1ml inokiilasyon i¢in kullanilmistir. Patates
yumrulari ise Ozellikle ¢lirimenin gozlemlendigi bolgelerden steril bisturi ile 1 gr kadar
kesildikten sonra 10ml steril fizyolojik su igerisinde homojenize edildikten sonra hazirlanan
seri diliisyonlardan 0.1ml inokiilasyon i¢in kullanilmistir. Ayrica bélgemizde bulunan bir un
fabrikasindan uzun zamandir patates artiklari ve nisasta iiretim artiklarinin bulundugu
alanlardan da &rneklemeler yapilarak ¢alismaya dahil edilmistir. Izolasyon ve seleksiyon igin
hazirlanan tek karbon kaynagi olarak igerisinde ¢dziiniir nisasta bulunan besiyerlerine yayma

ekim yontemiyle ekilmistir. izolasyon asamasinda kullanilan Petriler Sekil 2°de verilmistir.

Sekil 2. Tek karbon kaynagi olarak nisasta igeren besiyerinde iireyen koloniler

Sekil 2°den de anlasilacag: tlizere ¢alisilan orneklerde filamentéz funguslarin baskin
oldugu anlasilmaktadir. Saflastirilan koloniler aseptik sartlarda steril tiipler igerisine alinarak

calisma yapilincaya kadar +4°C’de buzdolabinda muhafaza edilmistir.

Izolasyonlar sirasinda 2 adet maya ve 3 adet filamentdz fungus olmak iizere toplam 5
adet farkli izolat elde edilmistir. Seleksiyon asamasinda kullanilan tripan mavisi igeren petri ve

kuyucuklarin etrafinda olusan hidroliz zonlar1 Sekil 3’de verilmistir.
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pozitif kontrol- saf
amilaz 5Smg/ml

pozitif kontrol- saf
amilaz Smg/ml

Sekil 3. Tek karbon kaynagi olarak nisasta iceren ve indikator olarak tripan mavisi igeren petri
goriintiisti (A: pozitif kontrol- saf amilaz 5mg/ml).

Sekil 3 incelendiginde tiim izolatlarin indikator olarak tripan mavisi igeren besiyerinde
zon verdigi; ancak bu besiyerinin iyodin ile muamelesi sonucunda ise sadece OZ1 ve OZ8
izolatlarinda zon goriildiigii anlasilmaktadir. OZ8 izolatinin saf amilaz ile ayni1 zon ¢apina sahip
oldugu anlagilmigtir. Bu sonuglar izolatlarin amilaz aktivitelerine gore yapilacak on

secilimlerde iyot muamelesinin daha giivenilir sonuglar verdigini géstermektedir.

Ardindan bu izolatlarin molekiiler karakterizasyonunu gerceklestirmek icin fenol-
kloroform yontemi ile genomik DNA izolasyonu gerceklestirilmistir. Izolasyonlar sonucunda
elde edilen DNA konsantrasyonlart Nano Drop Cihazi ile dlglilmiis, miktar ve safliklar1 ile

birlikte Tablo 6’da verilmistir.

Tablo 6. Secilen izolatlara ait Nanodrop 6l¢iim sonuglari

Izolat Konsantrasyon Saflik
0z1 93 ng/ ul 1.8
0z2 112 ng/ml 1.8
0z7 82 ng/ ul 1.8
0z8 140 ng/ ul 1.8
029 79 ng/ ul 1.8

Secilen funguslarin genomik DNA’lar1 PZR reaksiyonunda kalip olarak kullanilmis ve
hedef bolgenin ¢ogaltilmasi i¢in ITS 1 ve ITS 4 primerleri kullanilmistir. PZR iirtinleri hedef
bolgenin dogrulanmasi i¢in %]1°lik agaroz jele yiiklenerek 90V’°da 50 dakika yiiriitiilmiis ve

Sekil 4’de verilen bantlar elde edilmistir.
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0z8 0Z9

Sekil 4. ITS PZR sonuglari (sirasiyla; Marker, OZ1, Marker, 0Z2, Marker, OZ7, 0Z8 ve 0Z9)

Sekil 4’de verilen bantlar incelendiginde kullanilan en alttan ikinci bant olan 500bp’in
hemen iizerinde tek bantlar elde edildigi goriilmektedir. Bu nedenle PZR iiriinlerinin sekans
analizleri i¢in jelden bant kesmek yerine PZR saflastirma kiti kullanilarak dizilenmesine karar

verilmistir.

Dizileme reaksiyonlar1 PZR i¢in kullanilan ITS1 ve ITS4 primerleri ile ¢ift yonlii olarak
gerceklestirilmis, her izolat igin dizilerden birinin ters komplementeri alinarak Bioedit
programinda birlestirilmistir. Ardindan elde edilen dizi NCBI Blast programi araciligiyla
programda kayith diger dizilerle karsilagtirilarak isimlendirilmistir. Ayrica elde edilen dizilerin
GenBank’a girisleri yapilarak erisim numaralar1 almmistir (Tablo 7). Izolatlara ait filogenetik

agag¢ ise MEGA programi kullanilarak ¢izilmis ve Sekil 5’de verilmistir.

Tablo 7. izolatlarm Tiir isimleri ve Erisim Numaralari

Izolat kodu Tiir ismi Erisim Numarasi
0z1 Debaryomyces hansenii 0Q851505
0z2 Trichosporon sp. OR291432
oz7 Rhizopus arrhizus OR291433
0z8 Plectosphaerella cucumerina OR291434
029 Actinomucor elegans OR291435
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— Debaryomyces hansenii 0Z1 0Q851505

57

~ Trichosporon sp. 0Z2 OR291432

39

— Rhizopus arrhizus OZ7 OR291433

~ Actinomucor elegans OZ9 OR291435

— Plectosphaerella cucumerina OZ8 OR291434

Glomus sp. (out group)

H
0.50

Sekil 5. izolatlara ait filogenetik aga¢ (Glomus sp. dis grup olarak dahil edilmistir)

Tez c¢aligmasinda Debaryomyces hansenii, Trichosporon sp., Rhizopus arrhizus,
Plectosphaerella cucumerina ve Actinomucor elegans tiirleri tek karbon kaynagi olarak
¢dziinebilir nisasta iceren besiyerinden izole edilmislerdir. Ozellikle R. arrhizus ve A.elegans
tiirleri toprak ve ciirlimiis patates yumrularindan hazirlanan siispansiyonlarda baskin olarak
bulunmustur. Bunun yaninda P. cucumerina ilging bir sekilde sadece un fabrikasi
stiriintiisiinden izole edilmistir. P. cucumerina, Fusarium tabacinum’un telomorf evresi olup,

genellikle bitki patojeni olarak bilinmektedir (Xu et al. 2014).

Fungus orijinli amilazlarin ticari 6l¢ekte bakteriyel enzimlere gore daha stabil oldugu
bilinmektedir (Abu et al. 2005). Funguslardan Aspergillus niger, A. awamori ve A. oryzae ticari
amilaz kaynaklar1 arasinda bulunur (Fossi et al. 2005). Onceki ¢aligmalarda Mortierella
alliacea (Tanaka et al. 2002), Aspergillus spp. (Pandey and Singh 2012), Fusarium oxysporum
(Rana et al. 2013), Talaromyces pinophilus (Xian et al. 2015), Trichoderma pseudokoningii
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(Abdulaal 2018), Aspergillus oryzae, A. niger, Rhizopus oryzae, R. niveus ve R. delemar (Paul

et al. 2021) gibi birgok tiir bu amagla izole edilmis ve aktivite ¢alismalarina konu olmustur.

Diger taraftan maya kaynakli amilazlarda ticarilesme agisindan timit vadetmektedir
(Djekrif et al. 2016). Yapilan bir calismada patates atiklarindan Candida utilis, C.
guillliermondii ve Trichosporon mucoides izole edilmis ve amilaz aktivitesine sahip oldugu
belirtilmistir (Ouédraogo et al. 2012). Diger ¢alismalarda ise Dioszegia fristingensis (Carrasco
et al. 2017), Schwanniomyces castelli, S. fibuligera, Candida antarctica, C. lusitaniae, C.
famata ve Cryptococcus sp. gibi mayalarin nisastay1r hidrolize etme kabiliyetinde olduklari
gosterilmistir (Djekrif et al. 2016).

Secilen izolatlarin Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

Enzim aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla dncelikle 0,25-5 mM araliginda 7 farkl
konsantrasyonda saf maltozla hazirlanan standartlarin DNSA reaktifi ile muamelesi sonucunda
540nm’de Ol¢limler alinarak standart egri hazirlanmistir. Olusturulan standart grafigin
denklemi y=0,298x+0,0382 olup; regresyon katsayis1 ise R?=0,997 olarak hesaplanmistir.

DNSA ile hazirlanan maltoza ait standart egri Sekil 6°da verilmistir.
Absorbans (540nm)

16 y =0,298x +0,0382
R2=0,997 .-

1,2 o

Sekil 6. Maltoz standart egrisi (250-5000uM)

Enzim aktivitesinin 6l¢iimii i¢in, seleksiyon agsamasinda enzim {iretim siv1 besiyerinde
30 °C’de 150 rpm de 5 giin boyunca inkiibe edilerek elde edilen kiiltiir filtratlarindan 400ul
alinarak 400ul substrat ¢ozeltisi ile karistirilmis ardindan 50 °C’de 5 dakika inkiibe edilmistir.
Siirenin sonunda karisima 200ul DNSA ¢d6zeltisi eklenerek 95 °C’de 15 dakika kaynatilmistir.
Ornekler direk buza alinarak iizerlerine 1 ml saf su eklenmis ve abzorbans 6l¢iimleri 540nm’de
gergeklestirilmistir. Izolatlara ait enzim aktiviteleri U/ml cinsinden maltoza ait standart egri

kullanilarak gerceklestirilmis ve Tablo 8’de verilmistir.
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Tablo 8. Kiiltiir Filtratindan Olgiilen Enzim Aktiviteleri

Izolat kodu Tiir Enzim Aktivitesi
0z1 Debaryomyces hansenii 39,93 U/ml

0z2 Trichosporon sp. ND

oz7 Rhizopus arrhizus ND

0Z8 Plectosphaerella cucumerina 187,58 U/ml
0Z9 Actinomucor elegans ND

Yapilan galismada Trichosporon sp., R. arrhizus ve A. elegans tek karbon kaynagi
olarak nisasta igeren besiyerinde gelisim gostermesine ragmen, ayni igerikteki sivi besiyerinde
30 °C’de 150 rpm de 5 giin boyunca inkiibasyon sonrasinda DNSA ile yapilan 6l¢iimlerde
amilaz aktivitesi gostermemistir. Bunun yaninda D. hansenii 39,93 U/ml ve P. cucumerina ise
187,58 U/ml aktivite gostermistir. Tez ¢alismasinin bundan sonraki asamalarinda en yiiksek

aktiviteyi gosteren izolat P. cucumerina OZ8 ile devam edilmistir.

Kiiltiir Filtratindan Enzimin Kismi Saflastinlmasi ve Enzim Konsantrasyonunun
Ol¢iimii

En yiiksek aktiviteyi gosteren P. cucumerina OZ8 izolatina ait kiiltiir filtratindan TCA
¢oktiirme yontemi ile total protein izolasyonu yapilmistir. Ardindan elde edilen protein peleti 1
ml 0.1 M sitrat-fosfat tamponunda ¢6ziilmiis ve hazirlanan standart egriye goére konsantrasyonu
belirlenmistir. BSA ile hazirlanan standart grafik Sekil 7°de verilmistir. Olusturulan standart
grafigin denklemi y=0,0013x+0,0218 olup; regresyon katsayis1 ise R?=0,9995 olarak

hesaplanmustir.
ABSORBANS (595M)
3
y=0,0013x+0,0218
2,5 R?=0,9995

0 500 1000 1500 2000 2500

Sekil 7. BSA ile hazirlanan standart grafik
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BSA ile hazirlanan standart grafigin formiilii kullanilarak elde edilen total protein

sollisyonunun konsantrasyonu 37ug/ml olarak belirlenmistir.

SDS-PAGE

Kismi saflagtirilmis enzimin molekiiler agirhigini belirleyebilmek ig¢in %15°1ik
poliakrilamid jel hazirlanmigtir. Protein Ornegi, yiikleme boyast ile pipetaj yapilarak
karistirllmis ve 95 °C’de 5 dakika boyunca kaynatilmistir. Hazirlanan jele 30ul kiiltiir
filtratindan ve kismi saflastirilmig enzim yiiklenmis, 90 V’da yiritilmustir. Yiritme
tamamlandiginda jel kasetten alinarak, boyanmis ve proteinlerin goriintiilenmesi amaciyla
yikama soliisyonunda 2 saat birakilmistir. izlenebilir hale getirilen jelin goriintiisii, Bio-Rad jel

goriintiileme sistemi ile fotograflanarak Sekil 8’de verilmistir.

~i88

Sekil 8. SDS-PAGE goriintiisii (1. kuyucuk marker,2. kuyucuk kiiltiir filtrati, 3. kuyucuk kismi
saflagtirilmis enzime ait bant)

Kiiltiir filtratina ait 2. kuyucukta bulunan yaklasik 70 kDa boyutlarinda en kalin bandin,
3. kuyucukta bulunan ve enzimin kismi saflastirilmasi sonucu elde edilen goriintiide de tek bant
seklinde bulundugu Sekil 4.7.°de goriilmektedir. Burada bantlar arasinda gozlemlenen
yogunluk farki kiiltiir filtratinin daha 6nceki caligmalarda 2x laemmli sample buffer ile goriintii
vermemesi bu nedenle kiltlir filtratinin 10x laemmli sample buffer ile yiiklenmesinden
kaynaklanmaktadir. Ayrica kismi saflastirilmig enzim soliisyonunun aktivite denemelerinde
pozitif sonug¢ vermesi ve SDS-PAGE goriintiisiinde ise tek bant vermesi, bu bandin aktiviteden

sorumlu oldugu sonucuna varilmasina neden olmustur. Yapilan literatiir taramalarinda hem P.
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cucumerina hem de anamorfu Fusarium tabacinum’a ait amilaz enzimi bulunmamakla birlikte;
UNIPROT protein veri bankasinda 461 aa’den olusan 50.8 kDa (AOA8KO0TJL4) ve 589 aa’den
olusan 66.8 kDa (AOA8KO0XAS50) olmak tiizere iki farklt hipotetik amilaza rastlanmaistir.

zolat OZ8’e Ait Kismi Saflastirilmis Enzimin Aktivitesi Uzerine Sicaklik ve Ph’nmin Etkisi

Enzim aktivitesi lizerine sicakligin etkisini belirlemek amaciyla kismi saflastirilmis
enzimin 40 pl’si 360 pl sitrat-fosfat tamponu ile karistirildiktan sonra iizerine 400ul substrat
cozeltisi eklenerek farkli sicakliklarda (25, 30, 35, 40, 45, 50, 55 ve 60 °C) kuru blok {izerinde
30 dakika siiresince inkiibasyona birakilmistir. Ardindan daha onceden hazirlanan maltoz

standart grafigine gore enzim tinitesi hesaplamamalart yapilmistir (Sekil 9).

Enzim aktivitesi (U/ml)

250

200

150

100 109,56

50

0
25 30 35 40 45 50 55 60 65

Sekil 9. Kismi saflastirilmis enzime ait farkli sicakliklardaki enzim aktiviteleri

Enzim aktivitesi lizerine pH’nin etkisini belirlemek amaciyla kismi saflastirilmig
enzimin 40 pl’si 360 pl pH’s1 3-7 olacak sekilde ayarlanmug sitrat-fosfat tamponu ile
karistirildiktan sonra iizerine 400ul yine ayni pH’ya ayarlanmis icerisinde ¢dziinebilir nisasta
bulunan 400 pl substrat ¢ozeltisi eklenerek 50 °C’de kuru blok iizerinde 30 dakika siiresince
inkiibasyona birakilmistir. Ardindan daha 6nceden hazirlanan maltoz standart grafiine gore

enzim tUnitesi hesaplamamalar1 yapilmistir (Sekil 10).
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Enzim aktivitesi (U/ml)
300
250

27,03
200

2276,
Ty #9

100 @~53,62

50

3 3,5 4 4,5 5 5,5 6 6,5 7

Sekil 10. Kismi saflastirilmis enzime ait farkli pH’lar daki enzim aktiviteleri

Endiistriyel enzim iiretim prosesinin uygulanabilir oldugu kadar ekonomik olmasi da
gerekir (Paul et al. 2021). Mikrobiyal kaynakli amilazlar; 6zellikle kararli yapilari ile 6n plana
cikmaktadirlar (Gupta et al. 2003; El-Kady et al 2017). Enzimin kararliligi, verimli ¢aligip
calismayacagini belirleyen faktorlerden biri olup endiistriyel uygulamalari verimli bir sekilde
gerceklestirmek icin enzimin ¢ok kararlt olmasi gerekir. Enzimin kararli olmasi yiliksek pH ve

sicaklik gibi zor sartlarda bile islevsel olmas1 demektir (Gupta et al. 2003).

Sekil 9 incelendiginde enzim aktivitesi 25 °C’de en diisiik (46,92 U/ml), 45 °C’de ise
201,84 U/ml ile en yiiksek seviyeye ulagtigi goriilmektedir. Bununla birlikte Sekil 4.9.’da ise
enzim aktivitesinin pH 3’te en diistik (93,62 U/ml), pH 5’te ise en yliksek seviyeye (227,03

U/ml) ulastig1 pH’ nin artmas ile birlikte enzim aktivitesinin diistiigti anlasilmaktadir.

Amilazlar, 2 ila 12 arasinda degisen bir optimum pH’da izole edilmis olup (Pandey et
al. 2000); ozellikle bakteriyel kaynaklardan elde edilen amilazlarin asidik pH’lar da aktif
olduklar1 bilinmektedir (Yang et al. 2011). Diger yandan funguslarla yapilan caligmalar
sonucunda genellikle pH 7 ve altinda olan optimum aktiviteler goriilmektedir. Ornegin
Mortierella alliacea tiiriinden saflastirilan amilaz pH 5-6 araliginda (Tanaka et al. 2002);
Talaromyces pinophilus tiiriinden saflagtirilan amilaz pH 4-5 araliginda (Xian et al. 2015); bir
maya tiirii olan Dioszegia fristingensis tiirtinden saflastirilan amilaz ise pH 5.5-6.5 araliginda
optimum aktivite gostermektedir. Bununla birlikte endiistriyel proseslerde nisastaya uygulanan
bazi 6n islemler, yaklasik 4-5 gibi diisiik bir pH'ta gerceklestirilir. Nisastanin hidrolizinde 6n
islemler i¢in gereken kosullar, yliksek sicaklik ve diisiik pH'ya dayanikli enzimlerin kullanimini
gerektirir (Rana et al. 2013). Bu dogrultuda tez ¢alismasinda fungal bir kaynak olan P.

cucumerina OZ8 izolatindan elde etmis oldugumuz amilazin pH 5’te optimum aktivite
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gostermesi literatiir ile uyumlu olmakla birlikte bazi endiistriyel prosesler i¢in de avantaj

saglamaktadir.

Diger taraftan, Mortierella alliacea (Tanaka et al. 2002) ve Talaromyces pinophilus
(Xian et al. 2015) tiirlerinden saflastirilan amilazlar 55 °C (Xian et al. 2015); bir maya tiirii olan
Dioszegia fristingensis tiiriinden saflastirilan amilaz ise 37-40 °C araliginda optimum aktivite
gostermektedir. Cesitli Aspergillus tiirleri ile yapilan ¢alismalarda ise optimum sicakliklar 40
ila 50 °C araliginda degismektedir (Sharma and Satyanarayana 2013). Ayrica Fusarium
0XySporum un iirettigi amilazin optimumunun sicaklik i¢in 25-30 °C oldugu bildirilmistir (Rana
vd. 2013). Bu dogrultuda tez c¢alismasinda fungal bir kaynak olan P. cucumerina OZ8
izolatindan elde etmis oldugumuz amilazin 45 °C’de optimum aktivite géstermesi literatiir ile
uyumlu olmakla birlikte jelatinizasyon ve sivilagtirma gibi 6n islemlerin 90-110 °C araliginda
sicakliklarda (Burhan vd 2003) gergeklestirilmesinden dolay1 bu amagla yapilacak endiistriyel
prosesler i¢in dezavantaj olusturmaktadir. Ancak amilazlari ekstrem sartlarda ¢alismak igin
uygun hale getirmek yabanil tip a-amilazlarin yapisal proteinlerini degistirmek hala iyi ¢6ziim
yollarindan biridir (Paul et al. 2021). Bu baglamda tez ¢alismasinda ortaya ¢ikarilan lokal
olarak izole edilen yabanil OZ8 izolatina ait amilazin ileride 6zellikle gen miihendisligi
uygulamalar1 veya protein mithendisligi yapilacak ¢aligmalarla endiistriyel uygulamalara daha

uygun hale getirilebilmesi miimkiindiir.
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SONUCLAR VE ONERILER

Son on yilda amilaz alaninda ¢ok sayida gelisme yasanmasina ragmen; enddiistriyel
talebin hem niteligini hem de niceligini siirekli artis gostermektedir. Bu talebin karsilanmasi
icin Ozellikle gen miihendisligi uygulamalar1 ile protein miihendisligi birlestirilerek daha
verimli ve ekstrem kosullarda stabil kalabilecek enzimler ile yeni ¢dziimler sunulmaya
calisilmaktadir. Rekombinant organizmalarin olusturulmasini igeren bu uygulamalarda sablon
olarak ¢ogunlukla yabanil tiirler kullanilmaktadir. Bu nedenle enzimin iiretim kapasitesini

tyilestirmek ve kalitesini arttirmak i¢in her zaman yeni {iretici tlirlerin kesfine ihtiyag¢ vardir.

Bu tez calismasinda, amilaz iiretici funguslarin karbon kaynagi olarak nisasta igeren
besiyerinde selektif izolasyonu gerceklestirilmistir. Ardindan saflastirilan  izolatlar
olusturduklar1 zon ¢aplarina gore siniflandirilmis, enzim aktiviteleri belirlenmis ve en iyi zon

veren izolatlar ITS boélgelerine gore molekiiler diizeyde tanilanmigtir.

Sonugta Rhizopus arrhizus OZ7, Plectosphaerella cucumerina OZ8 ve Actinomucor
elegans OZ9 olmak iizere 3 filantdz fungus; Debaryomyces hansenii OZ1 ve Trichosporon sp.
0Z2 olmak ilizere 2 maya izolati olmak tiizere toplam 5 fungus izole edilmistir. Kiiltiir
filtratlarindan yapilan enzim aktivite 6l¢timlerinde yalnizca Plectosphaerella cucumerina OZ8
ve Debaryomyces hansenii OZ1 izolatlar1 pozitif sonu¢ vermis olup; ¢alismaya en yiiksek
aktivite gosteren izolat olan P. cucumerina OZS ile devam edilmistir. OZ8 izolatina ait enzimin
kismi saflagtirmas1 sonrasinda yapilan SDS-PAGE, sicaklik ve pH denemelerinde; enzimin
yaklasik 70 kDa boyutlarinda oldugu, aktivitesinin 45°C’de (201,84 U/ml) ve pH 5’te (227,03

U/ml) optimum aktivite gosterdigi belirlenmistir.

Ileride yapilacak c¢alismalarda OZ8 izolatina ait enzimin amino asit dizisinin
belirlenerek, veri bankalarinda bulunan diger amilazlarla karsilastirilmasi, elde edilen diziye
dayanarak iiretilen primerlerle ¢ogaltim yapilarak kodlama bolgesinin ortaya ¢ikarilmasi
onerilmektedir. Bu verilerin ortaya ¢ikarilmasi ile gelecek galigmalarda enzimin rekombinant
tiretiminin yolu agilarak enzimlerin karakterizasyonlarinda gerekli olan diger Kinetik

parametrelerin ¢alisilmasi da miimkiin olacaktir.
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