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Vii
OZET

Aspergillus fumigatus HBF125 EKSTRASELULER a-AMILAZININ
URETIMI, SAFLASTIRILMASI VE KARAKTERIZASYONU

Oznur KOC
Doktora Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Damgmani: Dog. Dr. Kubilay METIN
2015, 190 sayfa

Caligmamizda, 91 fungusun sicaklik simirlar1 ve endiistriyel enzimlerinin taramasi
yapildi. Termotolerant ve termofilik funguslardan en iyi amilaz aktivitesi gosteren
Aspergillus fumigatus HBF125 susu se¢ildi. Bu fungusun kiiltiir kosullarinin
optimizasyonu yapildi. A. fumigatus HBF125 susunun en yiiksek enzim iiretimi
icin 7 glinliik sporulasyon ortami, %5 inokulum orani, sicaklik 35 °C, baslangi¢
pH 5.0 ve karbon kaynagi %1.5 kepek olarak bulundu. Optimum biiylime
ortaminda A. fumigatus HBF125 tarafindan {iretilen ekstaseliiler amilaz, nisasta
affinite kromatografisi ile %4.7 verimle 54.4 kat saflastirildi. Enzimin molekiil
agirlign SDS-PAGE ile 160 kDa olarak hesaplandi. Enzimin iki alt tinitesi oldugu;
molekiil agirliklarinin 86.2 ve 73.8 kDa oldugu hesaplandi. Optimum sicakligi 60
°C, optimum pH’s1 5.5 olarak bulundu. Enzimin genis pH (pH 4.0-8.0) ve sicaklik
(25-60 °C) araliginda stabil oldugu saptandi. Amilazin Km degeri 1.45 mg/mL,
Vmax degeri ise 909 U/mL bulundu. Ayrica amilazin genis bir substrat
spesifitesine sahip oldugu saptandi. Enzim aktivitesinin N-bromo suksinamid
varliginda kuvvetli bir sekilde inhibe oldugu, bu nedenle katalitik islemde triptofan
kalintilarinin 6nemli rol oynadigi ileri siiriildii. Tween 20 gibi deterjanlardan
enzim aktivitesinin etkilenmedigi, ancak 1.4-dioksan ve n-propanol tarafindan
enzimin inhibe oldugu saptandi. Enzim Mn®*, Co**, Ca®* ve Ba*" tarafindan aktive
edilirken, Hg*" tarafindan kuvvetli bir sekilde inhibe edildi. Enzimin tuz

toleransinin ¢ok iyi oldugu belirlendi. Amilazin metalloenzim oldugu saptandi.

Anahtar sozciikler: Termotolerant fungus, enzim iretimi, saflagtirma,
karakterizasyon.






ABSTRACT

PRODUCTION, PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF
EXTRACELLULAR a-AMYLASE FROM Aspergillus fumigatus
HBF125

Oznur KOC

PhD Thesis, Department of Biology
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Kubilay METIN
2015 190 pages

In our study, screening of industrial enzymes and temperature limits of the
91 fungi was done. Aspergillus fumigatus HBF125 strain was chosen as the best
one showing amylase activity from thermotolerant and thermophilic fungi.
Culture conditions was optimized for this fungus. The best enzyme
production from A. fumigatus HBF125 strain was determined in medium
including: 7 days sporulation medium, 5% inoculum ratio, temperature 35 °C,
starting pH 5.0 and 1.5% bran as carbon source. Extracellular amylase produced
by A. fumigatus HBF125 in optimal growth medium was purified 54.4 fold with a
recovery of 4.7% using starch affinity chromatography. Molecular weight of
enzyme was found to be about 160 kDa by SDS-PAGE method. Those two
subunits of molecule weight of the enzyme was found to be 86.2 and 73.8 kDa.
The temperature and pH for maximum activity of the enzyme were 60 °C and 5.5,
respectively. In a wide range of pH and temperature of the enzyme was found to
be stable. It was found that the Km and Vmax of amylase were 1.45 mg/mL and
Vmax 909 U/mL. In addition, the amylase exhibited broad substrate specificity.
The enzyme activity was markedly inhibited in the presence of NBS suggesting
that tryptophan residues play an important role in the catalytic process. The
enzyme activity was not affected by detergents as Tween 20, but it was found
inhibited by 1.4-dioxan and n-propanol. The enzyme by Hg®* was strongly
inhibited while Mn?*, Co**, Ca?* and Ba** were activated. The salt tolerance of the
enzyme was found to be very good. The amylase was found to be metalloenzyme.

Keywords: Thermotolerant fungi, enzyme production, purification and
characterization.
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1. GIRIS
1.1. Enzimler

Enzimler globuler proteinlerdir ve diger proteinlerde oldugu gibi ii¢ boyutlu
yapilari amino asit zincirlerinin katlanmasiyla olusur. Enzimlerin yapt ve
ozellikleri kendilerine 6zgii amino asit dizileri tarafindan belirlenir.

Enzimler tiim canlilarda pek ¢ok biyokimyasal reaksiyondan sorumludur.
Enzimler farkli fonksiyonlar1 ile biyokimyasal reaksiyonlart hizlandirir ve
reaksiyon sonunda degisime ugramadan ¢ikarlar. Bu katalitik 6zellikleri enzimleri
benzersiz kilmaktadir. Yiiksek secici ozellikleri ile biyokatalizér olan enzimler
yiizyillardir yiyecek endiistrisinde kullanilmaktadir. Ayrica tekstil, deterjan, ilag ve
kagit gibi diger pek ¢ok endiistride de 6nemli bir rol oynarlar.

Enzimler mevcut kimyasal siiregleri hizlandirirlar ve reaksiyon tamamlandiktan
sonra tekrar serbest kalarak, baska bir reaksiyonu baglatabilirler. Pek ¢ok enzim
endiistride ¢ogunlukla bir kez kullanilir ve katalitik eylemden sonra atilir. Katalitik
ozellik gosteren bazi RNA enzimleri (ribozimler) harig, bilinen biitiin enzimler
protein yapisinda veya bir kismi protein olan biyomolekiillerdir. Bir veya daha
fazla polipeptit zincirlerinden olusmalarindan dolay1, proteinlerin tipik
oOzelliklerini gosterirler. Baz1 enzimler katalitik fonksiyonlar1 i¢in, kofaktor veya
koenzim olarak bilinen, protein olmayan kiigiik molekiillere gereksinim duyar
(Mojsov, 2012).

Enzimler genellikle 1limli sicakliklarda aktiftirler. Belirli bir sicakligin iizerinde
enzimlerin ii¢ boyutlu yapist bozulmaktadir. Enzimlerin maksimum aktivite
gosterdigi belli bir pH degerleri vardir. Ekstrem pH degerlerinde elektrostatik
etkilesmelerden etkilenir ve inaktif olurlar. Enzimatik islemleri etkileyen diger
onemli faktorler de enzim ve substrat konsantrasyonu, inkiibasyon siiresi,

deterjanlar, metal iyonlar, selatorler gibi katki maddeleri ve mekanik strestir.

Enzimlerin etki ettigi molekiile “substrat” denir ve enzimler substrati iiriin veya
triinlere  donistiriir.  Enzimler  substratlara  Ozgiildirler.  Enzimlerin
adlandirilmalar: etkiledigi maddenin isminin sonuna —az (-ase) eki getirilerek

yapilir.



Enzimlerin primer yapisi genomun ilgili genlerince belirlenir. Dolayisiyla amino
asit dizilimi kendine Ozgiildiir. Nisastayr basit sekerlere yikan amilazlar,
proteinleri yikan proteazlar, seliillozu parcalayan seliilazlar, yaglar1 yag asidi ve
gliserole pargalayan lipazlar yaygin olarak bilinen enzimlerdir.

Bir hiicrede her reaksiyon tirii i¢in farkli bir enzim vardir. Bunlar
oksidorediiktazlar, transferazlar, hidrolazlar, liyazlar, izomerazlar ve ligazlar
olarak isimlendirilen 6 grupta bulunurlar. Enzimlerin temel &zelligi katalitik
fonksiyonlaridir. Enzimlerin simiflandirilmasi katalitik fonksiyona goére yapilir.
Uluslararasi Biyokimya Birligi (IUB) ve Uluslararas1 Temel ve Uygulamali Kimya
Birligi (IUPAC) kesfedilen binlerce enzimi diizenlemek ve sistematik olarak
kullanilacak bir adlandirma sistemi olusturmak i¢in, 1956 yilinda Uluslararasi

Enzim Komisyonunu (E.C.) kurmustur.

E.C. smiflandirma sistemine gore enzimler temel fonksiyonlarma goére 6 sinifa

ayrilmistir:

E.C.1. Oksidorediiktaz: Oksidasyon rediiksiyon reaksiyonlarini katalizler.
E.C.2. Transferazlar: Fonksiyonel gruplar transfer eder.

E.C.3. Hidrolazlar: Cesitli baglarin hidrolizini katalizler.

E.C.4. Liyazlar: Hidrolizleme ve oksitleme disinda gesitli baglari kirar.

E.C.5. izomerazlar: Bir molekiil icindeki izomerlesme degisimlerini katalizler.
E.C.6. Ligazlar: iki molekiil arasinda kovalent bag olusturur.

Her enzim EC ile baslayan 4 farkli numara ile ifade edilir. ilk numara Katalitik
fonksiyona dayanan enzim smifini gosterir. ikinci numara etki ettigi kimyasal
yapiy1 ve fonksiyonel grubu, {i¢iincii numara akseptorii, dordiincli numara ise belli
bir sinifta enzimin aldig1 sira numarasini gosterir. ATP:glukoz fosfotransferazin
kod numarasi (EC numarasi) 2.7.1.1 dir. Birinci rakam, tepkimenin tipi veya simif
adint (2; transferaz); ikinci rakam, donériin ilgili grubunu belirten alt sinifini (7;
fosfotransferaz); tgiincii rakam, akseptoriin ilgili grubunu (1; —CH—OH);
doérdiincii rakam akseptor olan substratini (1; glukoz) ifade eder (Nelson ve Cox,
2004).



1.2. Amilazlar

Biitin a-amilazlar (E.C. 3.2.1.1) hidrolaz smifinda olan ve nisasta yikici
enzimlerdir. Basglica a-1,4-glikozidik baglar etkileyerek nigastadan glukoz, maltoz
ve maltotrioz gibi diisiik molekiil agirlikli iiriinler olustururlar. Nisasta yikict
amilolitik enzimler gida, fermantasyon, tekstil, kagit, ilag, seker sanayisi gibi
degisen bir ¢ok biyoteknolojik uygulamalarda biiyilk Onem tasimaktadir.
Nisastanin seker, surup ve dekstrin doniisiimii nisasta isleme endiistrisinin biiyiik
bolimiinii  olusturmaktadir (Gupta vd., 2003). Mikroorganizmalarin ¢esitli
endiistriyel enzimlerin iretilmelerinde Onemli katkilar1 vardir. Endiistriyel
enzimlerin diinya pazarinda 2010 yilinda 2 milyar dolar oldugu tahmin edilmis ve
yillik %3.3 oraninda ortalama bilyiime gosterecegi Ongoriilmistir (Naidu ve
Saranraj, 2013). Amilazlar diinya enzim pazarinin yaklasik %25’ini olusturan
onemli enzimler arasindadir ve biyoteknolojide biiyiik 6nem tagimaktadir (Nguyen
vd., 2002; Rajagopalan ve Krishnan, 2008; Reddy vd., 2003). Enzimlerin
endiistriyel liretimi, iiretim ortaminda diisiik maliyetli tarimsal triinler kullanilarak
daha az maliyetle yapilabilir (Rajagopalan ve Krishnan 2008).

1.2.1. Amilazlarin Tarihi

Amilaz terimi Yunanca bir kelime olan ve nisasta anlamima gelen “Amilon”
kelimesinden tiiremistir. Amilazlarin tarihi, Kirchoff’'un 1811°de nisasta
pargalayan ilk enzimi kesfetmesiyle baslamistir (Gupta vd., 2003). 1833 yilinda
Anselme Payen ve Jean-Francois Persoz, arpadan nisastanin par¢alanmasindan
sorumlu enzimi izole etmis ve “diastaz” olarak isimlendirmislerdir. “Diastasis”
Yunanca bir kelime olup ayirma anlamina gelmektedir. Magendie tarafindan 1846
yilinda amilaz kanda bulunmus ve 1867 yilinda da Foster tarafindan ilk kez
hayvanlarda kantitatif olarak Ol¢iilmiistiir. 1916 yilinda Stocks, kan ve idrarda
amilaz aktivitesinin ¢esitli pankreatik diizensizlikler i¢in hassas ve giivenilir bir
test oldugunu bildirmistir (Salt ve Schenker, 1976). 1930’lara gelindiginde
Ohlsson malttaki nisasta sindiren enzimlerin, enzim reaksiyonu sonucunda
iirettikleri anomerik seker tiplerine gére o ve B amilazlar olarak siniflandiriimasin
onermistir (Gupta vd., 2003). Endiistriyel ilk enzim tiretimi daha sonra sindirim
bozukluklarini tedavi etmek amaciyla ilag olarak kullanilan ve 1984 yilinda fungal
bir kaynaktan elde edilen amilazdir (Mojsov, 2012).



1.2.2. Amilazlarim Simiflandirilmasi

Amilazlar glikozid hidrolaz grubu 13 (GH-13) olarak isimlendirilen gruba
dahildir. Amilaz ailesi enzimleri, genis bir uygulama alanina sahip olmalarindan
dolay1 biiyiikk bir 6neme sahiptir (Henrissat, 1991). En ¢ok bilinen amilazlar o-
amilaz (EC 3.2.1.1), B-amilaz (EC 3.2.1.2) ve glukoamilazdir (EC 3.2.1.3)
(Janecek, 2009). Primer ve tersiyer yapilart birbirlerinden farkli olan bu
enzimlerin, ayrica katalitik merkezleri ve reaksiyon mekanizmalar1 da farklidir. Bu
nedenle farkli glikozid hidrolaz gruplar1 i¢inde siniflandirilirlar. Bu siniflar GH13-
a-amilazlar, GH14-B-amilazlar ve GH15-glukoamilazlardir (Henrissat, 1991).
Sekans benzerligine dayanilarak yapilan glikoliz hidrolazlarin siniflandirilmasinda
85 farkli aile tanimlanmustir. Henrissat’in (1991) bildirdigine gore, a-amilaz ailesi
veya aile 13 glikozid hidrolazlara ait nisasta hidrolizleyen enzimlerin ¢ogu amino
asit sekans benzerligine gore siniflandirihir (Henrissat, 1993). a-Amilaz ailesi,
transferaz ve izomerazlari iceren yaklagik 30 farkli 6zgiilliikte enzim bulunduran
glikozid hidrolazlarin en genis ailesidir (Cizelge 1.1). Enzimlerin biiyiik kismi
nigastaya etki etmektedir.

Cizelge 1.1. Glikozid hidrolaz aile 13 enzimleri (Reddy vd., 2003; Mojsov, 2012).

Enzim EC numaras1 | Ana substrat

Amilosukraz EC24.14 Sukroz

Sukroz fosforilaz EC24.1.7 Sukroz

Glukan dallandiran enzim EC 2.4.1.18 Nisasta, glikojen

Siklomaltodekstrin glikoziltransferaz | EC 2.4.1.19 Nisasta

Amilomaltaz EC2.4.1.25 Nisasta, glikojen

Maltopentahidrolaz EC 3.2.1.- Nigasta

Alfa-amilaz EC 3.21.1 Nisasta

Oligo-1,6-glukozidaz EC 3.2.1.10 1,6-alpha-D-glukozidik baglari
iceren bazi1 oligosakkaritler

Alfa-glukozidaz EC 3.2.1.20 Nisasta

Amilopullulanaz EC 3.2.141 Pullulan

Siklomaltodekstrinaz EC 3.2.1.54 Dogrusal ve siklo maltodekstrin

Isopullulanaz EC 3.2.1.57 Pullulan

Isoamilaz EC 3.2.1.68 Amilopektin

Maltotetrahidrolaz EC 3.2.1.60 Nisasta

Glukodekstranaz EC 3.2.1.70 Nisasta

Trehaloz-6-fosfat hidrolaz EC 3.2.1.93 Trehaloz

Maltoheksohidrolaz EC 3.2.1.98 Nisasta

Maltogenik amilaz EC 3.2.1.133 | Nisasta

Neopullulanaz EC 3.2.1.135 | Pullulan

Malto-oligosil trehaloz hidrolaz EC 3.2.1.141 | Trehaloz

Malto-oligosil trehaloz sentaz EC5.4.99.15 | Maltoz




Nisastanin yikimindan sorumlu amilaz enzimleri basit olarak da doért grupta
siiflandirilabilir (Van der Maarel vd., 2002).

1. Endoamilazlar: Nisasta i¢indeki a-1,4 baglarimi hidrolize ederler ve hidroliz
sonucunda a-anomerik iiriinler olusturur (a-amilaz).

2. Ekzoamilazlar: Nisasta molekiiliindeki a-1,4 veya a-1,6 baglarini rediikleyici
olmayan ugtan baglayarak hidrolize ederler ve hidroliz sonucunda a- veya f-
anomerik iiriinler olustururlar (f-amilaz, glukoamilaz).

3. Dal kiricr enzimler: Nisasta (amilopektin) ve dallanmis polisakkaritlerin
sadece 0-1,6 baglarini hidroliz etmek i¢in 6zgiildiirler ve bu enzimlerin katalizi ile
uzun zincirli polisakkaritler olusur (isoamilaz, pullanaz).

4. Transferazlar: Donor molekiiliin a-1,4 glikozidik bagini ayirir ve ayrilan bu
parcay1 yeni bir glikozid bag ile glikozidik bir akseptore baglar (amilomaltaz,
siklodekstrin glikoziltransferaz).

o

oo = wld+als - cocsese0
(=] hidrolizi w16 hidrolizi isoamilaz/Amilepullulanaz
\‘-____ =
OO0
— Glukan dallandiric:
a,1-6 transferaz enzim
O
Glukoamilaz/ a,1-4 hidrelizi
a- Glukozidaz
__'_'—-————_.___;_
/ a,1-4 transferaz
Siklodekstrin
oD \) glikoziltransferaz
P-Amilaz/ 8o @O ceeseet
Maltogenik amilaz ' = Amilomaltaz
a- Amilaz

Sekil 1.1. Nisastay1 pargalayan farkli enzimlerin fonksiyonlar1 (Van der Maarel
vd., 2002).



1.2.3. Amilazlarm Yapisi

Memeli ve bakteri a-amilazlari tizerinde yapilan X-1g1n1 ¢aligmalari sonucunda A,
B ve C olarak isimlendirilen ii¢ bolge igerdiklerini gostermistir (Sekil 1.2).

A bolgesi, molekiiliin ¢ekirdegi olarak (0/B)g TIM-barrel formundan olusur ve ii¢
aktif amino asit kalintis1 icermektedir (Asp231, Glu261 ve Asp328). Glu261’in
reaksiyon mekanizmasinda hidrojen vericisi oldugu diisiiniilmekte ve Asp231’in
ise iyi bir niikkleofil oldugu saptanmigtir. Bu bdlge aym1 zamanda molekiiliin
katalitik bolgesidir ve N-terminal kismini igermektedir. B ve C bolgeleri tahminen
TIM-barrel bolgesinin karsilikli yanlarinda yerlesmislerdir.

B bolgesi TIM-barrel yapisinin ii¢ sarmal ve ii¢ plaka formunun arasinda
yerlesmistir (Reddy vd., 2003; Nielsen ve Borchert, 2000). B bolgesi diizensiz ve
zengin PB—yapisina sahiptir ve de yapisi ve biiyiikliigii a-amilaz ailesinin gesitli
tiyeleri arasinda onemli Olglide degisir. B bolgesi substrat baglanma bolgesini
icerir ve muhtemelen a-amilazlar arasinda substrat 6zgilliigiindeki farkliliklardan
ve stabiliteden sorumludur.

C bolgesi, Yunan anahtar motifini igeren B-sandvi¢ bdlgesidir ve amino asit
dizisinin C-terminal kismindan olusur (Nielsen ve Borchert, 2000). Memeli o-
amilazlar1 birka¢ disiilfit kopristi igerirken, bakteri enzimlerinde genellikle bu
yoktur. Antartika deniz suyunda gelisen ve bir bakteri olan Alteromonas
haloplanctis’in a-amilaz1 dort disiilfit kopriisii igermesiyle memeli amilazlarina
benzerlik gosterir (Nielsen ve Brochert, 2000). En ¢ok bilinen amilolitik enzimler
a-amilaz (EC 3.2.1.1), B—amilaz (EC 3.2.1.2) ve glukoamilazdir (EC 3.2.1.3).
Primer ve tersiyer yapilar1 birbirlerinden farkli olan bu enzimlerin ayrica katalitik

merkezleri ve reaksiyon mekanizmalar1 da farklidir (Janecek, 2009).



(a) (b) (c)

P = 2 / (a/a)s-Barrel
— Domain C

Sekil 1.2. Amilazlarin ii¢ boyutlu yapisi. (a) GH13 Aspergillus oryzae o-amilazi
(b) GH14 soya fasulyesi B-amilazi (c) GH15 Aspergillus awamori
glukoamilazi (Janecek, 2009).

a-Amilazlarda kalsiyum iyonlarmin bulundugu ve A ile B bdlgesi arasindaki
yiizeyde yer aldigi ve ayrica aktif enzimin stabilitesini sagladigi bilinmektedir.
Kalsiyum iyonlari, kataliz olayina dogrudan dogruya katilan aktif bolgenin ¢ok
uzaginda olmasina ragmen, kataliz olayinda yapisal bir Oneme sahiptir. o-
Amilazlarin yapilarinda bir veya daha fazla kalsiyum iyonu bulunabilir (Nielsen
ve Brochert, 2000).

Birka¢ a-amilazin aktif bolgede kloriir iyonlart igerdigi bilinmektedir. Kloriir
iyonlarinin, aktif bolge i¢indeki hidrojen verici amino asit kalintilarinin pKa’sini
yiikselterek enzimin katalitik verimini arttirdigi tahmin edilmektedir. Kloriir
iyonlari, 6zellikle memeli a-amilazinda bulunur. Bunun yan1 sira kloriir iyonlari
Alteromonas haloplanctis bakterisinin psikrofilik a-amilazinda da bulunmustur
(Aghajari vd., 1998). Korunmus kalsiyum iyonlarinin afinitesinin kloriiriin
baglanmasiyla onemli bir sekilde arttigi gozlenmistir ve bu nedenle kloriir
iyonunun baglanmasi, aym1 zamanda aktif bolge etrafinda konformasyonel
degisikliklere neden olur. Kloriir iceren a-amilazlarin ilging bir 6zelligi de A ve C
bolgeleri arasindaki i¢ yiizeyde serin proteazlardaki gibi Glu-His-Ser igliisi
vardir. Aghajari ve arkadaglari (1998) bu icliiniin otoproteolitik parcalama
yetenegine sahip oldugunu 6ne siirmiis olsalar da, heniiz kanitlanmig bir bilgi
yoktur.



1.2.4. Amilaz Enziminin Kaynaklari

Amilazlar bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalar gibi pek ¢ok kaynaktan elde
edilebilirler. Mikrobiyal amilazlar giinimiizde biiyiik miktarda ticari olarak
tiretilir. Nisasta isleme endiistrisinde mikrobiyal enzimler, kimyasal hidrolizin
yerini tamamen almistir.

1.2.4.1. Mikrobiyal amilazlar

Mikrobiyal amilazlarin genis bir endiistriyel uygulamaya sahip olmasinin nedeni,
bitki ve hayvan a-amilazlarindan daha stabil olmalaridir. Mikroorganizmalardan
tiretilen amilazlarin kullanimimin ana avantaji ekonomik iiretim kapasitesi ve
istenilen ozellikteki enzimlerin elde edilebilmesinin kolay olmasidir. Bir enzimin
herhangi bir endiistri alaninda kullanilabilmesi i¢in maliyet bakimindan ucuz
olmasi, ¢ok farkli alanlarda kullamilabilme 6zelliginde olmasi ve en Onemlisi
enzimin alerjik ya da toksik etkiye sahip olmamasi, yani giivenilir olmasi
gerekmektedir (Wiseman, 1987).

Endiistriyel kaynakli enzimler genellikle mikroorganizmalardan elde edilmektedir.
Bunun nedeni mikroorganizma kaynakli enzimlerin bitkisel veya hayvansal
kaynakli enzimlere gore katalitik aktivitelerinin ¢ok yliksek olmalari, istenmeyen
yan {irlin olusturmamalari, daha stabil ve ucuz olmalar1 ve fazla miktarda elde
edilebilmeleridir (Wiseman, 1987).

1.2.4.1.1. Bakteriyel amilazlar

a-Amilazlar mikroorganizmalarin farkli tiirleri tarafindan dretilirler. Fakat
amilazlarin ticari uygulamalart i¢in genellikle Bacillus genusu kullanilmaktadir.
Bacillus genusu endiistriyel 6neme sahip amilazlar ve proteazlar gibi ekstraseliiler

enzimleri biiyiik miktarda tiretir.

Bakteri amilazlar birkag karakteristik avantajindan dolay1 fungal amilazlara gére
tercih edilirler. Baslica B. subtilis, B. stearthermophilus, B. amyloliquefaciens ve
B. licheniformis gibi Bacillus sp. soylari iyi amilaz tireticileri olarak kullanilirlar.
Elde edilen enzimin gida, fermantasyon, tekstil ve kagit endiistrilerinde uygulama
alanlar1 bulunur (Souza vd., 2010).



Termostabilite endiistriyel enzimlerde istenilen bir o6zelliktir. Termofilik
organizmalardan elde edilen termostabil enzimler stabilitelerinden dolay1 bir dizi
endiistriyel uygulamalarda kullanilirlar. Nisasta endistrisinde, glukoz ve maltoz
suruplarim elde etmek i¢in bu enzimler kullanilmaktadir. Nisastanin yiiksek
sicakliklarda jelatinlestirilmesi (100-110°C) ve sivilastirmasi (80-90°C) igin
termofilik ve termostabil a-amilazlara ihtiyag duyulmaktadir (Sindhu vd., 1997,
Reddy vd., 2003). Bacillus subtilis, Bacillus stearothermophilus, Bacillus
licheniformis ve Bacillus amyloliquefaciens en iyi bilinen termostabil amilaz
tireticileridir ve ¢esitli uygulamalar igin ticari olarak tiretilir ve kullanilirlar (Souza
vd., 2010). Termofiller tarafindan tretilen enzimlerin kullanilmasi ile mezofillerin
olusturdugu kontaminasyon riskini azaltma avantaji olusturur. Halofilik
mikroorganizmalar tarafindan tretilen enzimler yiiksek tuz oranlarinda stabil
olduklar igin, yiiksek tuz konsantrasyonlar1 gerektiren sert endiistriyel islemlerde
kullanima uygundur (Sundarram vd., 2014).

1.2.4.1.2. Fungus ve maya amilazlar

a-Amilazlar birkag fungus ve mayadan elde edilmistir. Fungus ve bakteri kaynakli
enzimlerin endiistriyel islemlere uygunlugu bilinmektedir. Amilaz iireten
mezofilik funguslarla ilgili birka¢ calisma vardir. Bu ¢alismalar ticari Olgekte
tiretim yapan uygun Ozellikte fungusu se¢gmek ve kiiltiirel kosullarin 6zelligini
belirlemek igin yapilmistir (Gupta vd., 2003). Fungal kaynaklar ¢ogunlukla
Aspergillus ve Penicillium gibi karasal kaynaklar ile sinirlidir. Aspergillus oryzae
ve Aspergillus niger gibi ipliksi funguslar endiistride yaygin olarak kullanilan
enzimleri 6nemli miktarda tretirler. Aspergillus oryzae ticari olarak a-amilaz
tiretiminde kullanilir ve sitrik asit ile asetik asit gibi organik asitler ve soya sosu
gibi gida maddelerinin iiretiminde biyiik olgiide kullanilir. Aspergillus niger
amilaz iiretiminde 6nemli hidrolitik kapasiteleri vardir. Asit toleranslar ile bakteri
kirliligini 6nler (Souza vd., 2010). Aspergillus genusunun A. flavus, A. tamarie, A.
fumigatus ve A. kawachii gibi farkli tiirleri de amilaz tiretimi i¢in siklikla kullanilir
(Hussain vd., 2013)

Fungal amilazlar GRAS (Generally Recognized As Safe: Genel olarak giivenli
kabul edilen) statiisiinde kabul gordiigii i¢in, diger mikrobiyal kaynaklara gore
tercih edilirler (Gupta vd., 2003; Mobini-Dehkordi ve Javan, 2012). Fungal
amilazlar 40 ile 60 °C arasinda etkilidir ve optimum sicakliklar1 50 °C’dir (Kumar
vd., 2013). Okaryotik organizmalar arasinda sadece birka¢ fungus tiirii 45 ile 55



10

°C arasindaki sicakliklarda gelisebilme yetenegine sahiptir. Minimum ve
maksimum biiyiime sicakliklar1 temel alinarak bu tiir mantarlar termofilik ve
termotolerant tiirler olarak ayirt edilirler. Termofilik funguslar, en diisiik 20 °C, en
yiiksek 60 °C, en iyi ise 40-55 °C arasinda iireyebilirken, termotolerant funguslar
ise en iyi 25-40 °C arasinda ve 50 °C de ise yavas ireyebilmektedir (Halil ve
Kalkanci, 2008). Termofilik fungus Thermomyces lanuginosus iyi bir amilaz
tireticisidir (Mobini-Dehkordi ve Javan, 2012). Amilaz iiretiminde kullanilan
mayalar Saccharomyces sp., Cryptococcus sp., Filobasidium capsuligenum’ dur
(Mojsov, 2012).

1.2.4.2. Bitkisel amilazlar

Her bitki enzimatik aktiviye sahiptir, fakat bazi bitkiler enzim kaynagi agisindan
zengindir. Ananas (bromelain), papaya (papain), incir (ficin) ve arpa (amilaz)
bunlardan bazilandir. Bitkisel kaynaklardan elde edilen enzimler, yenilebilir
bitkilerden elde edilmektedir. Toksik olmayan bu yiyeceklerin kaynaklarinin
giivenilirligi dogrulanmastir. Bu siniftaki en 6nemli enzim arpa tohumlarindan elde
edilen malt amilazidir. Bu enzim bira {iretimi ve ekmek yapiminda
kullanilmaktadir (Tatar, 2007). B-amilaz (a-1,4-glukan maltohidrolaz, E.C.
3.2.1.2) genellikle bitki orjinli olup, birka¢ mikrobiyal soy tarafindan da tretilir.
Amiloz, amilopektin ve glikojen molekiillerini indirgen olmayan ucundan
baglayarak hidrolizleyen ekzoamilazdir. Glikozidik baglarin hidrolizi sonucunda
maltoz (B anomerik formu) olusur. B-Amilaz, amilopektin igindeki ao-1,6-
glikozidik baglarina tamamen etki etmemesi sonucunda ise degradasyonu
tamamen bitmeyen molekiilden %50-60 maltoz ve B-limit dekstrin olusur (Gupta
vd., 2003). B-Amilaz bazi bitki tohumlar1 ve tatli patatesten elde edilmistir.
Meyvenin olgunlagsmasi asamasinda, nisastayr maltoza pargalayarak meyvede
tatlilik olusmasina neden olmaktadir. Endiistride ayn1 zamanda bira ve damitma
sanayinde fermentasyon i¢in kullanilmaktadir. Ayrica yiiksek maltoz suruplarinin
tiretiminde kullanilmaktadir (Sundarram vd., 2014).

1.2.4.3. Hayvansal a-amilazlar

Hayvanlarda a-amilazlar nisasta, glikojen ve dekstrin igindeki a-1-4 glikozidik
baglarini hidrolizler. a-Amilazlarin farkli dokularda farkli izoenzimleri bulunur.
Hayvansal kaynaklardan enzimler yaygin olarak domuz, 6kiiz ve sigirlarin mide,
pankreas veya karacigerlerinden izole edilebildigi igin, insan yiyeceklerinin
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hazirlanmasinda da uzun zamandan beri kullanilmaktadir. Kullanilan bu enzimler
amilazlar, lipazlar ve proteazlart icermektedir. En iyi bilinenleri tripsin,
kimotripsin, pepsin, renin ve tek bir enzim olmayip amilaz, lipaz ve proteaz
enzimlerinin karisimindan olusan pankreatindir (Cichoke, 1999). Insan viicudunda
da enzimler salgilanir ve iiretilir. Amilazlarin insanlarda iki izoformu bulunur;
aktif bolge yakinindaki bazi amino asit yer degistirmelerinden dolay1 farkli
aktivite gosteren tiikiirik amilaz1 (pityalin) ve pankreatik amilaz (McDowall,
2006).

1.2.5. Amilaz Uretimi

Enzimler binlerce yildir peynir, yogurt, bira ve sarap gibi yiyecek ve igeceklerin
iiretilmesinde kullanilmaktadir (Renge vd., 2012). Endiistride enzimler i¢in talep
arttikga etkin tiretim teknikleri ve endiistriyel uygulamalara uygun (ham nisastay1
yikan enzimler gibi) daha iyi 6zelliklere sahip enzimlerin gelistirilmesine olan ilgi
artmistir. a-Amilaz tiretimine gesitli fizikokimyasal faktorlerin etkisi, batik veya
derin kiltiir fermentasyonu (SmF; Submerged Fermentation) ile kati substrat
fermentasyonu (SSF; Solid-State Fermentation) kullanilarak arastirilir. SmF
amilazlarin endistriyel tretimi igin Oncelikle secilen metottur. Bu metodun
secilmesinin  nedeni  kontrol edilebilen  fizikokimyasal —parametrelerdir
(Sivaramakrishnan vd., 2006; Souza vd., 2010; Hussain vd., 2013). Bu
fizikokimyasal faktorlerin en 6nemlileri biiylime ortaminin bilesimi, ortam pH’st,
fosfat konsantrasyonu, inokulum yasi, sicaklik, havalandirma, karbon ve azot
kaynaklaridir. Bacillus tiirleri a-amilazin ¢ok 6nemli kaynaklar1 olarak bilinir ve
SmF veya SSF enzim firetimi i¢in kullanilir. Fungus soylarinin iiretimi ve spesifik
kiiltiir kondisyon denemeleri birkag tane mezofilik fungus tiiriinde c¢aligilmistir
(Sivaramakrishnan vd., 2006).

1.2.5.1. Fizikokimyasal parametreler

Amilaz Uretiminde fruktoz, glukoz, galaktoz, sukroz, dekstroz igeren karbon
kaynaklari, endistriyel atiklar (hurma surubu ve melas) ve tarimsal atiklar (seker
kamis1 kiispesi ve piring kabugu) kullanilir (Hussain vd., 2013).

Misir maserasyon sivisi (corn steep liquor), kazein, yeast ekstrakt (maya oziitii),
tripton, amonyum nitrat, potasyum nitrat, sodyum nitrat ve amonyum klortir gibi
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organik ve inorganik azot kaynaklari temel kiiltiir ortaminda amilaz tiretimi igin
kullanilir (Souza vd., 2010; Hussain vd., 2013).

Fosfat, o-amilaz iretimi ve organizmanin biyiimesini etkiledigi gibi
mikroorganizmalarin primer ve sekonder metabolitlerinin sentezinde de onemli
gorevler alir. Ueno ve arkadaslarinin (1987) bildirdigine gore 0.2 M fosfat, A.
oryzae’nin konidia ve enzim {iretimini 6nemli bir sekilde arttirmigtir. Hillier ve
arkadaglarinin (1997) bildirdigine gore benzer sekilde B. amyloliguefaciens’in,
diisiik fosfat seviyelerinde a-amilaz {iretmedigi ve hiicre yogunlugunun siddetle
diistiigiic.  bulunmustur. Buna karsilik yiliksek fosfat konsantrasyonlar1 B.
amyloliquefaciens’in enzim iretimini engellemistir.

Biiyiime ortamina eklenen metal iyonlart mikroorganizmanin biiylimesini ve daha
iyl enzim {retimini saglamaktadir. Metal iyonlar1 amilaz iiretiminde énemli rol
oynamaktadir. Bunun nedeni ise amilazlarin metalloenzim olmalaridir. Aktivite,
yapisal biitiinliik ve stabilite i¢in Ca®" iyonlarina gerek duyarlar (Gupta vd., 2003;
Sivaramakrishnan vd., 2006; Hussain vd., 2013).

Bilyime ortaminin pH’si, enzim salgilanmasi ve organizmanin morfolojik
degismesine neden olan 6nemli fizyolojik parametreler arasindadir. Organizmanin
biiyiimesi boyunca degisiklik gosteren pH, ortamdaki iiriin stabilitesini etkiler.
Daha 6nce yapilan ¢aligmalar ile funguslarin optimum biiyiimeleri igin hafif asidik
pH, bakterilerin optimum biiyiimesi icin nodtral pH gerektigi bulunmustur
(Sivaramakrishnan vd., 2006). Pek ¢ok fungusun amilaz liretimi ve biiylimesi igin
optimum pH araliginin pH 5.0 ile 6.0 oldugu bildirilmistir (Khoo vd., 1994).

Amilaz tiretimi lizerine sicakligin etkisi organizmanin biiylimesi ile ilgilidir. Bu
nedenle optimum sicaklik mikroorganizmanin mezofilik ve termofilik olusuna
baglidir. Termostabilite endiistriyel enzimlerde istenilen bir 6zelliktir. Termostabil
enzimler termofilik organizmalardan izole edilir ve stabilitelerinden dolay: ticari
uygulamalarda kullanilirlar. Nisastanin yiiksek sicakliklarda jelatinlestirilmesi
(100-110°C) ve sivilagtirilmast (80-90°C) ig¢in termofilik ve termostabil o-
amilazlara ihtiya¢ duyulmaktadir (Reddy vd., 2003).

Fungal fermantasyonlarda ¢alkalama derecesi, oksijen transfer siklig1 ve karistirma
da etkilidir. Calkalama misel morfolojisi ve tiretim seklini etkilemektedir. Yiiksek
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calkalama hizlarinda misel biiylimesi zarar gordiigl igin, enzim tretiminin
azalmasina sebep olur (Gupta vd., 2003; Naidu ve Saranraj, 2013).

Inokulum miktar1 amilaz {iretimi icin énemli bir faktordiir. Yiiksek inokulum
miktarlart dogal bir inhibitordiir. Aspergillus sp. A3 amilaz ile yapilan ¢alismada
inokulum miktar1 olarak %10, Fusarium solani glukoamilaz ile yapilan ¢aligmada
ise inokulum miktar1 %15 olarak bulunmustur (Ellaiah vd., 2002; Bhatti vd.,
2007). Bacillus subtilis amilazi ile yapilan ¢alismada inokulum miktar1 arttik¢a
enzim iretiminin azaldig1 bildirilmistir (Jogezai vd., 2011). Paenibacillus
amylolyticus a-amilazi ile yapilan calismada yliksek inokulum miktarlarinda
enzim Uretiminin azalmasimin; ¢ok fazla miktarda olan hiicreler i¢in ortamda
besinin azalmasina veya toksik metabolitlerin hizla birikmesine bagli olabilecegini
bildirmislerdir (Ikram-ul-haq vd., 2012).

Ekstraseliiler enzimlerin iretimindeki degisim, enzim sistemindeki ayr1
bilesenlerin indiiksiyon zamanindaki farklilikdan, substrat hidrolizi sonucunda
olusan driinlerin inhibisyonundan ve kiiltiir kosullar1 boyunca pH’da meydana
gelen degisiklikler ile proteazlardan kaynaklanabilir. Abou Dobara ve
arkadaslarina gore (2011) inkiibasyon siiresi, biiylimeye bagli amilaz iiretimiyle
iligkilidir. A.oryzae L-glutaminaz iiretimi i¢in inokulum yasi olarak 4 giinluk
sporulasyon ortami kullanildigi bildirilmistir. Yapilan ¢aligmada inokulum yasi
arttikca, mikrobiyal gelisimin 6lim fazina girip enzim {iretiminin azalmasiyla
sonuglandigi belirtilmistir (Prasanna ve Raju, 2012).

1.2.6. a-Amilazlarin Biyokimyasal Ozellikleri

Amilazlarin enzimatik ve fizikokimyasal 6zellikleri gesitli mikroorganizmalardan
genis olarak arastirilmig ve tarif edilmistir (Gupta vd., 2003).

a-Amilazin substrat spesifitesi mikroorganizmalar arasinda farklilik gosterir.
Amilazlar amiloz, amilopektin, siklodekstrin, glikojen ve maltotrioz dahil olmak
lizere diger substratlar ile karsilastirildiginda, nisastaya karsi yiiksek spesifite
gosterirler (Sharma ve Satyanarayana, 2013).

a-Amilazlar genis pH araliginda aktivite gosterirler ve optimum pH’lar 2 ile 12
arasinda degisir (Wanderley vd., 2004). Bakteri ve fungus amilazlarinin optimum
pH’lart asidik ve alkali aralikta degisir. a-Amilazlar genellikle pH 4.0 ile 11.0
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arasinda stabildir. Bununla birlikte dar bir aralikda stabiliteye sahip a-amilazlarda
bildirilmistir (Gupta vd., 2003; Sharma ve Satyanarayana, 2013).

o-Amilaz aktivitesi i¢in optimum sicaklik mikroorganizmalarin biiylimesine
baghidir. Birgok faktor termostabiliteyi etkiler. Bu faktorler kalsiyum varligini,
substrati1 ve diger stabilizerleri igerir. Termostabil amilazlar endiistriyel islemlerde,
kontaminasyon riskini azaltmasi, harici sogutma maliyetinin azaltmasi,
substratlarin daha iyi ¢ozlilmesi, pompalama ve karistirmaya izin veren diigiik
vizkoziteden dolay1 kullanim avantajlarina sahiptir (Naidu ve Saranraj, 2013).

a-Amilazlarin molekiiler agirliklar1 10 ile 210 kDa arasindadir. En diisiik deger
Bacillus caldolyticus igin 10 kDa, en yiiksek deger Chloroflexus aurantiacus igin
210 kDa olarak bildirilmistir (Gupta vd., 2003; Ratanakhanokchai vd., 1992). Bazi
a-amilazlarin molekiiler agirhigim karbohidrat kisimlar1 yiikseltir. Bakteri
proteinlerinin glikozilasyonu azdir (Lin vd., 1998).

Bir¢cok metal katyonlari, genellikle agir metal iyonlar, siilfidril grup ajanlari, N-
bromosuksinimid, p-hidroksilmerkuribenzoik asit, iyodoasetat, EDTA ve EGTA
a-amilazi inhibe ederler. a-Amilaz, metalloenzimdir, ¢iinkii yapisinda en az bir
Ca’* iyonu bulunur. o-Amilazin kalsiyuma ilgisi diger iyonlardan daha kuvvetlidir.
Ca%, elektrodiyaliz ve EDTA ilave edilerek amilazlardan uzaklastirilir.
Kalsiyumsuz enzimler, Ca** iyonlar1 ortama eklendigi zaman yeniden aktive
olurlar (Gupta vd., 2003).

1.2.7. Amilaz Aktivitesi Ol¢iim Metotlari

Amilazlar substrat olarak ¢Oziiniir nisasta ve modifiye nisasta kullanilarak
Olgiiliirler. a-Amilazlar nisasta igindeki a-1,4 glikozidik baglarin hidrolizini
katalizleyerek glukoz dekstrin ve limit dekstrin iiretir. Reaksiyon substrat ile
reaksiyona giren iyot rengindeki azalma veya indirgeyici seker miktarindaki artig
ile izlenir. Amilaz aktivitesinin belirlenmesi i¢in ¢esitli metotlar kullanilir. Bunlar
nigasta-iyot renk yogunlugunun azalmasi, rediiktor sekerin artmasi, renkli
substratin yikimi, nisasta siispansiyonunun yogunlugunun azalmasi temellerine

dayanir.
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1.2.7.1. Nisasta-Iyot renk yogunlugunun azalmasi

Nisasta formlar1 iyotla kompleks mavi renk olusturur ve nisastanin hidroliziyle
birlikte kirmizi kahverengi halini alir (Hollo ve Szeitli, 1968). Bu o&zellige
dayanilarak amilazlarin kantitatif 6l¢iimii i¢in ¢esitli prosediirler gelistirilmistir.
Bu metoda amilazin dekstrinlesme aktivitesi iyot renk reaksiyonundaki azalma ile
belirlenir.

1.2.7.1.1. Dekstrinlesme aktivitesinin belirlenmesi

Dekstrinlesme aktivitesinin belirlenmesi i¢in, substrat olarak c¢oziiniir nisasta
kullanilir ve reaksiyonu sonlandirmak igin seyreltik HCI, iyot ¢6zeltisine eklenir.
620 nm de absorbansdaki azalma substrat kontroliine kars1 6l¢iiliir (Fuwa, 1954).
Absorbansdaki yiizde birlik azalma bir enzim {initesi olarak kabul edilir. Bu
deneydeki ana kisitlama ise Luria broth, tripton, pepton, corn steep liquor ve tiyol
gibi bilesikleri iceren ortam bilesenlerinin nisasta iyot kompleksini etkilemesidir.
Bakir siilfat ve hidrojen peroksit ortam bilesenleri ile etkileserek nisasta iyot
kompleksinin rengini korur.

1.2.7.1.2. Sandstedt Kneen ve Blish (SKB) metodu

SKB metodu, firincilik sektoriinde kullanilan amilazlarin  aktivitesinin
belirlenmesinde yaygin bir sekilde kullanilan yontemdir (Sandstedt vd., 1939) .
Ticari amilazlarin giicii SKB iinitesi cinsinden ifade edilir ve nisasta iyot renk
degisiminin Ol¢iilmesi prensibine dayanir. SKB yontemi, Miller metodu ve
Wohlgenuth metodunun modifiye edilmesi ile olusur. Dinitrosalisilik asit metodu
ile baz1 hidrolitik enzimler Ol¢iilebilirken, SKB metodu ile sadece alfa amilaz
aktivitesi 6l¢iilmektedir (Biazus vd., 2009).

1.2.7.1.3. Indian pharmacopoeia metodu

Bu metotta, birim hacimdeki enzim ile sindirilen nisastanin gram cinsinden miktart
amilaz aktivitesi hesaplanmasinda kullanilir. Bu metod, tampon ile belirli
oranlarda seyreltilmis enzim Orneklerinin nisasta ile 1 saat 40 °C’de muamele
edilmesine dayanir. Bu ¢ozeltiler daha sonra iyot ile muamele edilir. Tiplerde
herhangi bir renk goriilmedigi zaman, sindirilen nisastanin gram cinsinden amilaz
aktivitesi hesaplanir. Metot tohumlardaki amilaz aktivitesini 6l¢gmek i¢in kullanilir
(Gupta vd., 2003).
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1.2.7.2. Dinitrosalisilik asit (DNS) metodu

Bu metot nisastanin amilaz ile hidrolizi sonucunda olusan rediiktor seker
miktarinin artiginin 6lgiilmesine dayanir (Bernfeld, 1955). Bu metodun dezavantaji
DNS belirteci bilesenleri tarafindan glikozun yikimi ve iiretilen rengin yavasca
kaybolmasidir.

1.2.7.3. Renkli substratin yikimi

Bu metotda, alternatif substrat olarak Cibacron Blue F3 G-A (Dhawale vd., 1982)
veya Remazol brilliant Blue R (Ceska vd., 1969) gibi boyalarla kovalent
baglanmis nisasta kullanilir. Bu substratlarin sentezi iki 6nemli adim igermektedir.
Coziinlir nisasta boya kullanilarak alkali kosullarda renklendirilir. Bu islemde
boya molekiilii ve nisasta arasinda kovalent baglar olusur. Renkli nisasta, eklenen
1,4-biitandiol diglisit eter ile g¢apraz baglanir. Bu suda sisen ¢oziinmez bir ag
olusturur. Coziinmez nigasta tlirevlerinin enzimatik hidrolizi ile boyanmis ¢oziiniir
nisasta hidrolizatlar1 olusturur. a-Amilaz belirlenmesinde basit ve hassas bir
metotdur. Fakat artan glukoz miktari, dekstrin ile nigastanin kontaminasyonuna
bagli olarak hatal1 sonuglar verir.

1.2.7.4. Nisasta substratinin vizkositesinin azalmasi

Bu metot genellikle firmcilik sektoriinde unun kalitesini degerlendirmek igin
kullanilir. Amilaz aktivitesini hesaplanmasi i¢in degil, hamurun reolojik
ozelliklerinin belirlenmesinde kullanilir. Falling number testi (diisme sayisi) ve
Amilograf veya Farinograf test bu kategoriye giren metotlardir.

1.2.7.4.1. Falling number (diisme sayis1) analizi

Falling number (diisme sayisi) analizi, a-amilaz aktivitesinin belirlenmesinde
Diinya'da kabul gormiis en etkili yontem olup, Perten Instruments tarafindan
gelistirilmis bir yontemdir (Perten, 1984). Diisme sayis1 (FN) yontemi, 100 °C'de
un-enzim preparatlar1 igindeki tahil amilaz aktivitesini degerlendirmek icin
standardize edilmis ve bugday kirmasi veya unlarda diastatik aktiviteyi
belirlemede kullanilan bir yontemdir (Sundarram vd., 2014). Bu yontem ile unda
var olan amilaz enziminin aktivitesi belirlenmektedir. Amilaz aktivitesinin az
olmasi, maya hiicreleri tarafindan kullanilabilir seker miktarinin yetersiz olmasina,

bu da ekmek hacminin diisiik olmasia sebep olmaktadir. Enzim aktivitesi ¢ok
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yiikksek oldugunda ise ekmek i¢i gozenek yapist bozulmakta, ekmek hacmi
istenilen diizeyde olmamakta ve ekmek i¢i yapiskan oOzellik gdstermektedir.
Diigme sayisimin saptanmasi ile enzim aktivitesi belirlenmekte, buradan
hesaplanan sivilagsma sayis1 yardimiyla farkli amilaz aktivitesine sahip un karigim
oranlar1 veya amilaz katki diizeyleri bulunabilmektedir.

1.2.7.4.2. Amilograf/Farinograf test

Amilograf, onceden programlanan bir 1sitma sisteminde un-su veya nisasta-Su
karisiminin kivamui ve viskozitesini dlgen, genelde unun alfa-amilaz aktivitesinin
degerlendirilmesinde kullanilan yazici bir alettir. Degirmencilik ve firmeilik
sektoriinde unun diastatik aktivitesini degerlendirmek igin kullanilir. Calisilan
endiistrinin amacina gore; una malt veya mantar amilazi gibi a-amilazlar
eklenerek, dengeli bir enzim aktivitesine ulasilabilir. Un 6zellikleri ve a-amilaz
eklenmesi Amilograf ile kontrol edilebilir ve ayarlanabilir (www.brabender.com ).

1.8. Amilaz Enziminin Endiistride Kullanim Alanlari

a-Amilaz en eski ve en 6nemli endiistriyel enzimlerden biridir. ilk kez 1984’te
sindirim bozukluklar1 hastaliklarinda yardimei1 ilag olarak kullanilmigtir
Biyoteknolojideki yeni gelismelerle o-amilazin uygulama alanlart medikal,
analitik kimya, deterjanlar, tekstil, seker, kagit endiistrisi gibi bir ¢ok alanda da
yayginlagmaktadir (Cizelge 1.2). Bugiin biiylik miktarlarda mikrobiyal a-amilazlar
farkli endiistriyel uygulamalar i¢in pazarlanmaktadir. Nisasta endiistrisindeki
temel uygulamalari sayesinde amilazlar diinya enzim tiiketiminin %30’nu
olusturmaktadir (Syu ve Chen, 1997). o-Amilazlarin ticari uygulamalarinin
oneminin anlasilmasinda Godfrey ve West’in (1997) arastirmalari 6n ayak
olmustur (Gupta vd., 2003).
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Cizelge 1.2. Endiistriyel alanda kullanilan enzimler ve kulanim alanlar1

Endiistri Enzim sinifi Uygulama Alani
Amilaz Nisasta lekelerinin
uzaklagtirilmasi
Lipaz Yag lekelerinin
Deon Gams, sk ) |-
parlaklastirilmasi
Proteinaz Protein lekelerinin
uzaklastirilmast
Amilaz Nisastanin sivilagtirilmasi
ve sakkarifikasyonu
Nisasta ve yakit Glukoamilaz Sakkar!f!kasyon
Pullulanaz Sakkarifikasyon
Glukoz izomeraz Glukozun fruktoza
doniistimii
Proteaz Siitiin pihtilagsmasi, lezzet
Besin _ kontr_olii
Lipaz Peynir lezzet kontrolii
Pektinaz Meyveli iiriinler
Amilaz Bayatlama 6nleyici ajan vb.
Lipaz Hamurun islenebilirliginde
kolaylik saglar
Ekmek endiistrisi Proteaz Yogufma ve igleme
zorlugunu gidermede
kullanilir
Fosfolipaz Ekmegin daha iyi

kabarmasini saglar

1.8.1. Ekmek ve Kabartma Endiistrisi

Malt ve mikrobiyal a-amilazlar yilizyillardir kabartma endiistrisinde kaliteli tirtinler
yapmakta kullanilmigtir (Hamer, 1995). Bu enzimler ekmegin rengini,
yumusakligini ve kabarma hacmini arttirmak igin kullanilir. Bugiin lipoksigenaz
glukoz oksidaz, sellulaz, pentsanaz, pullulanaz, ksilanaz, lipaz, proteaz ve
amilazlar gibi bir¢ok enzim preparati cesitli amaglar i¢in ekmek endiistrisinde
kullanilir. Fakat a-amilazlarin tekrar kullanilma ozellikleri yoktur. Guiniimiizde;
kabartmada kullanilan a-amilazlar, fungus ve bakteri gibi mikrobiyal enzimleri ve
arpa maltimin tohum enzimleridir. ingiltere ve Amerika fungal a-amilazlarin
GRAS statiisiinde olduguna hemfikir olduktan sonra, Ingiltere 1963’den ve
Amerika 1955°den bu yana ekmeklere katilmasina izin vermistir. Fungal o-
amilazlar bakteri amilazlarina tercih edilirler. Aktivitelerin kontroliiniin zorlugu
nedeniyle bakteri amilazlari raf-6mrii uzatma alani1 diginda sinirl bir kullanima
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sahiptir. Fungal amilazlar farkli alanlarda diinyanin her yerinde kullamlirlar.
Yiiksek aktiviteye sahip fungal o-amilazinin una eklenmesi ve kabartma
islemlerinde  kullanilmas1 yaygindir. Una o-amilaz katilmasi, yalnizca
fermantasyon oranini arttirip hamurun yogunlugunu azaltmakla kalmaz (ki bu
durum {iriiniin hacmini ve yapisint olumlu etkiler) ayni zamanda hamura ek bir
seker girdisi saglayarak ekmegin kizarma kalitesini, dig kabuk rengini ve tadini
arttirir. a-Amilaz ekmek yapiminda ekmegin bayatlamasini geciktirmesini ve raf
Oomriini iki {i¢ giin daha uzatmasindan dolay1r yaygin kullanilmaktadir. Glukoz
surubundan elde edilen yiiksek tatliliktaki fruktoz suruplar pasta yapiminda
kullanilmaktadir (Gupta vd., 2003).

Ekmek icerigine eklenen {iriinler; sekerler, tuzlar, antioksidanlar (askorbik asit
veya  potasyum  borat), yag graniilleri, lesitin, seker  esterleri,
monogliseridler/digliseridler, emiilsifiyerler, siit tozu, enzim/enzimlerin
kombinasyonlari, kiigiik sekerler ve kimyasallardir. Genellikle hamur 1slahinda
kullanilan enzimler, amiloglukozidazlar, B-amilazlar, maltogenik amilazlar,
dallanma yapic1 ve dallanma kiric1 enzimler, a-amilazlar gibi bayatlamay1 dnleyici
ajanlardir. Pullulanaz ve o-amilaz kombinasyonu bayatlamayr Onleyici
ozelliginden dolay1 kullanilir (Spendler ve Jorgensen, 1997).

1.8.2. Nisasta Endiistrisi

Yiiksek sicakliklarda yapilan sekerlestirme yontemlerinde genellikle yliksek
termostabiliteye sahip mikrobiyal amilazlar kullanilmaktadir (Peixoto vd., 2003).
a-Amilazlarin ana kullamim alanlart fruktoz ve glukoz gibi hidrolizatlarin
uretilmesi olmaktadir. Nisasta, yiiksek fruktozlu musir suruplarina (HFCS)
dontstirilir (Sekil 1.3). Nisastanin sekere enzimatik doniistimi, ii¢ basamakli bir
islemdir. Yiiksek substrat ¢oziiniirliigii saglamak i¢in genellikle 60 °C ve iistiindeki
sicakliklarda gerceklesir ve bu sekilde mikrobiyal kontaminasyon da dnlenmis olur
(Odibo ve Ulbrich-Hofmann, 2001). Ilk basamak olan sivilastirma basamagini,
sakkarofikasyon basamagi ve en son olarak izomerlestirme basamag: izler (Parker
vd., 2010). Yiiksek tathilastirma 6zelliginden dolayi, alkollii icecekleri tatlandiran
maddeler icecek endiistrisinde biiyiilk miktarda kullanilir. Proseslerin hepsinde,
nisasta sivilagtirllmasi igin yiiksek termostabiliteli o-amilazlarin kullanilmasi
gerekir (Van Der Maarel vd., 2002).
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Yiiksek fruktozlu misir suruplar1 (HFCS), basta tatlandiricilar olmak iizere lezzet
arttiricilar ve fermentasyon substratlart olarak besin endiistrisinde uygulama
alanlar1 bulurlar.

[Nisasta siispansiyonu]

v

Is1
Stvilagtirma Kimyasallar
a-Amilaz
| |
Dekstrinler
Malto 1eksuinler
: Amiloglikozidaz
Sakkarifikasyon
H2S04
|
Glikoz
Buhar
Saflagtima Filtrasyon kimyasali
Eveparasyon Aktif karbon

| 4
K Glikoz izomeraz
_.[ Izomerizasyon H NaCOs
S MgSO04
= 1
(%3] =
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Zenginlestirme
Harmanlama

Sekil 1.3. Yiiksek fruktozlu misir surubu tiretimi (Karaoglu, 2014)
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1.8.3. Tekstil Endiistrisi

Kimyasal yontemlerin dezavantajlarini ortadan kaldirmak amaciyla gelistirilen
alternatif yontemlerden birisi de tekstil islemlerine enzim kullanimidir. Tarihi
olarak endiistriyel tekstil islemlerinde enzim uygulamalar1 1857 yilinda baski
oncesi kumaglardan malt ekstraktin uzaklastirilmasinda kullanilmasiyla baslar.
Tekstil endiistrisinde dokuma sirasinda ipliklerin saglam ve diizgiin olmasi ve
kopmamasi i¢in iplikler nisasta iceren bir ¢ozelti ile muamele edilmektedirler. Bu
islem sayesinde ipligin yiizeyi diizeltilir ve gerilmelere karsi direnci artar. Bu
tabakalarin biiylikliigli i¢in kullanilan materyaller tamamen farklidir. Nisasta bu is
icin ¢ok cazip gelmektedir. Ciinkii diinyanin her bolgesinde ucuz ve kolay elde
edilebilir, ayn1 zamanda da kolaylikla tasmabilir. Yapilan bu isleme hagillama adi
verilir. Kumas dokunduktan sonra, kumastaki fazla nisastanin uzaklastirilmasi
gerekir. Bu isleme de hagil alma adi verilmektedir (Kiran vd., 2006). Hagil alma
ajani olarak da yaygin olarak a-amilaz enzimi kullanilmaktadir. Ciinkii o-amilaz
liflere etki etmeden segilen kisimdaki parcalari ortadan kaldirir. Nisasta pastasi
icindeki, yikamayla c¢ikan ve suda ¢oziinen dekstrinleri gelisi gilizel pargalar.
Saglam liflerin yapimi igin tekstil fibrillerinin hagillanmasinda ¢oziinmeleri
Onlemek i¢in a-amilazlar kullanilir. Bu islemlerden sonra kumas agartma ve

boyama islemlerine gecilir (Hendriksen vd., 1999).

Ozellikle termostabil bakteriyal amilazlarin endiistriyel boyutta iiretilmeye
baglanmasi tekstil sanayi i¢in yeni ufuklar agcmigtir. Amilazlar disinda seliilaz
enzimleri de son yillarda tekstil sanayinde uygulama alanlar1 bulmustur.

1.8.4. Kagit Endiistrisi

Kagit hamuru ve kagit endiistrisi, diinyada enzim kullanabilecek en biiyiik
pazarlardan birisi olarak kabul edilmektedir. Hayat standardinin artmasina paralel
olarak diinya kagit ihtiyact giderek artmakta, ¢evre dostu ve etkili {iretim
prosesleri daha da O6nem kazanmaktadir. Artan hamur verimi, gelismig Lif
Ozellikleri, iyilestirilmis geri kazanma ve c¢evre problemleri, kagit endiistrisinde
enzim kullanilmasini doguran sebeplerin basinda gelmektedir. Enzimlerin, kagit
ve kagit hamuru iretiminde kullanilabilmesi iizerine son yillarda yapilan
caligmalar oldukg¢a artmistir (Karademir vd., 2002). Kagit kaplamak i¢in yiiksek
molekill agirhikli ve disikk yogunluklu nisasta {iretimi i¢in a-amilazlarin

kullanilmas1 Onerilmistir. Kagit ve kagit hamuru endiistrisinde a-amilazlarin
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kullanilmasi, kagit kaplamak i¢in nigastanin modifiye edilmesi ile olmaktadir.
Tekstil ve kagitlarin aharlama islemleri sirasinda nisasta, kagidi meydana gelecek
mekanik zararlardan korur (Hussain vd., 2013). Aharlastirma kagidin
kuvvetliligini ve sertligini arttirmak icin yapilir. Ayrica liretimi biten kagitlarin
kalitesini arttirmada, kagidin iyi kaplanmasi ve silinebilme 6zelligini diizeltmede
kullanilir. Nisasta bitmis kagit i¢in iyi bir kaplama ajanidir. Nisasta pastasi transfer
edilen iki makara arasindan gegen kagitlarda nisasta birikir ve aharlama
preslerinde nisasta kagida eklenir. Bu prosesler 45-60 °C sicakliklarda gerceklesir.
Nigastanin degismeyen yogunlugu, bu bolim sonunda tekrar kullanilmasi icin
gereklidir. Fabrikalarda farkli kagit cinsleri i¢in nisasta yogunlugunun g¢esitli
Ozelliklerinden yararlanilir. Nisastanin dogal yogunlugu bir kez veya devamli
proseslerde a-amilazlarin polimerleri kismen parcalamasi ile diizeltilmekte ve
kagit aharlamak da yiiksek miktarda kullanilmaktadir (Gupta vd. 2003).

1.8.5. Deterjan Endiistrisi

Termostabil a-amilaz enziminden deterjan endiistrisinde de yararlanilmaktadir. Ilk
endiistriyel enzimin 1975 yilinda deterjan uygulamalarinda kullanildigi ortaya
cikmigtir. Bu uygulama ile insanlarin ufuklari agilmis ve kimyasal katalizin yerine
enzimatik kataliz uygulamasi fikri dogmustur. Deterjan endiistrisinde ekstrem
kosullarda dayanikliligin1 ve aktivitesini koruyan enzimlere gerek duyulmaktadir.
Alkali pH, yiiksek sicaklik, surfaktan maddelerin varlig1 enzim aktivitesini inhibe
eder. Denaturantlara tolere edebilen termofilik enzimler bu amagla deterjan
endiistrisinde kullanilir (Fujiwara, 2002; Simsek, 2006).

Modern yogun deterjanlarin igeriginde birden fazla enzim bulunabilir.
Deterjanlardaki enzim uygulamalarinin ana avantaji, enzim igermeyen deterjanlara
gore daha yumusak kosullar saglamaktir. ilk otomatik bulasik yikama deterjanlar
cok sert olusu, tahta bulasiklar ve hassas porselenlere uygun olmayisi ve bu
bulasiklarla yemek yenildigi zaman midede hasarlara neden olusundan dolayi,
deterjan endiistrisinde daha verimli ve yumusak soliisyonlarin arastirilmasi
zorunlu hale gelmistir. Enzimler diisilk yikama sicakliklarina izin verirler. -
Amilazlar 1975’den beri toz ¢amasir deterjanlarinda kullanilir. Giiniimiizde, biitiin
sivi deterjanlarin %90°1 a-amilaz igerir ve otomatik bulasik deterjanlari igin o-
amilaz talebi artmaktadir (Gupta vd., 2003).
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Dogal formlu a-amilazlar, genellikle deterjan formiillerinin igeriginde bulunan,
oksidantlara karsi hassastir. Ev deterjanlarindaki oksidantlara karsi stabilite
proteaz gibi diger enzimler kullanilarak ¢6ziimlenmeye c¢alisilmigtir. Son
zamanlarda, Novozymes ve Genencore International iki biyiik deterjan enzimi
saglayan firmanin bilim adamlari, a-amilazin beyazlatma stabilitesini protein
mithendisligi kullanarak gelistirmislerdir (www.novozymes.com). Bu sirketler
birbirinden bagimsiz olarak oksidasyona hassas amino asitleri diger amino asitler
ile degistirmislerdir. B. licheniformis amilazinda, 197. pozisyondaki metionin
yerine 16sinin konulmasi sonucunda amilazin oksidatif bilesiklere karsi direnci
gelistirilmistir. Oksidasyon stabilitesinde yapilan gelisme, mutant enzimin
depolama stabilitesini ve deterjan formiilii igerigindeki beyazlaticilarda 1iyi
caligmasimi  saglamigtir. Genencore International ve Novozyme, sirasiyla
Duramyl® ve Purafect OXAM® ticari ismiyle iki yeni iiriin piyasaya siirmiistiir
(Gupta vd., 2003).

1.8.6. Medikal ve Klinik Kimya Analizleri

Biyoteknolojide yeni gelismeler, amilaz uygulama yelpazesi analitik, medikal ve
klinik kimya gibi diger pek ¢ok alanda genislemistir. Ilag ve klinik alanlarda
amilazlarin kullanildig1 bir¢ok islem vardir. Klinik kimya da kapsamli olarak
calisilmistir. Amilazlar, tiikriik bezi ve pankreatik hastaliklarin (parotitis, akut
pankreatitis) onemli bir indikatoriidiir. Bundan baska a-amilazlar hiperlipemia,
obezite ve diyabet tedavisinde ilag amaciyla kullanilmaktadir. Sekerin metabolik
hastaliklardaki islevine merakin artmasiyla, amilolitik enzimlerin inhibitérlerine
bagvurulmasi ve verimli ¢aligan ilaglarin arastirilmasi tesvik edilmektedir (Kandra,
2003).

1.8.7. icecek Endiistrisi

Meyve suyu endiistrisinde alfa amilaz enzimi 6zellikle armut ve elma sularinin
iretilme asamasinda berraklastirma isleminde kullanilirlar. Meyve sulari
yapilirken toplanilan meyvelerin tam olgunlasmamis olanlarindaki nisasta orani
oldukga yiiksektir ve bu meyve suyunda bulaniklia neden olur. Bu sorunun
¢Oziimii alfa amilaz enzimi ile miimkiindiir.

Meyve suyu endiistrisinde enzimlerin kullanilmasi, verimin arttirilmasi,
filtrasyonun zenginlestirilmesi, stabilite ve berrakligin arttirilmasi, aciligin
giderilmesi ve meyve dehidrasyon hizinin arttirilmasi gibi ¢ok farkli uygulama
alanlarina sahiptir (Bozkurt Uludag, 2000).
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Mikrobiyal enzimler kullanilarak diisiik kalorili biralar {iretilebilmektedir. Fungal
alfa-amilazlar daha ¢ok maltoz ve dekstrin iretiminde kullanilirken,
glukoamilazlar ise dogrusal ve dallanmig dekstrinlerden glukoz iiretir. Kullanilan
enzimlerden biri Aspergillus niger’den elde edilen glukoamilazdir. Bu enzim
karbohidrat kalintilarini glukoza hidrolizler. Ham madde olarak alkol tiretmek
amaci ile kullamilan nisasta iceren maddeler amiloglukozidaz ve alfa amilaz
enzimleri ile muamele edilirler. Ortamda bulunan nigasta polimeri yeterince
parcalandiktan sonra ortama fermantasyon amaci ile maya asilanarak isleme
devam edilir. Olusan glukoz daha sonra hemen %100 karbondioksit ve alkole
fermente olur. Bundan dolay: diisiik kalorili biralar normal olanlara oranla %15-50
daha az kalori igerirler (Www.novozymes.com).

1.8.8. Etanol Uretimi

Etanol ¢ok kullanilan bir biyolojik yakittir. Etanol yenilenebilir tarimsal bitkiler ve
iirlinlerinden iiretilebilir. Etanol iiretimi icin, diinyanin pek ¢ok yerinde kolay
ulagilabilir ve ucuz olmasindan dolay1 substrat olarak nigasta kullanilir. Seker
Saccharomyces cerevisiae gibi mayalar tarafindan fermentasyon ile etanole
doniistiiriliir (Mojsov, 2012).

1.9. Nisasta

Diyetteki karbohidratlarin ana kaynagi olan nisasta, bitkilerde yumru, bakliyat ve
tohumlarin amiloplastlarinda ve kloroplastlarda graniil olarak olusturulur ve
depolanir. Bir polisakkarit olan nisasta, glukoz molekiillerinin a-D-(1,4) ve a-D-

(1,6) glikozidik baglariyla baglanmasi sonucu olusmustur.

Nisasta iki yapisal bilesen olan amiloz ve amilopektinden olusur. Amiloz, glukoz
monomerlerinin a-D-(1,4) glikozidik bagiyla bir araya gelmesiyle olusmus
dogrusal bir polimerdir ve nigastanin %215-20’sini olusturur (Sekil 1.4).
Amilopektin ise glukoz monomerlerinin a-D-(1,4) ve a-D-(1,6) glikozidik
baglariyla bir araya gelmesi ile olusmus biiyiikk bir molekiildiir ve nigastanin ana
bilesenidir (Sekil 1.4). Amiloz iyotla mavi renkte bir kompleks olustururken
amilopektin ise menekse renkli kompleks meydana getirir (Bamforth, 2003; Bicak
ve Ekmekei, 2005; Nugent, 2005; Sajilata vd., 2006).


http://www.novozymes.com/
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Nigasta yaygin, ucuz ve dogal siirdiiriilebilir bir hammadde olarak kullanilir.
Diinya c¢apinda hasil maddesi olarak kullanilanlarin %75°1 nisasta ve tiirevleridir.
Tibbi ve klinik alanlardaki pek ¢ok islemde amilaz uygulamalarinmi gerektirir.

OH H OH

Amilopektin

Sekil 1.4. Amiloz ve Amilopektinin kimyasal yapisi (http://mkk.szie.hu)
1.10. Calismamin Kapsami ve Amaci

Termotolerant ve termofilik funguslar giinlimiizde pek c¢ok biyoteknolojik ve
endiistriyel uygulamada 6nemli rol oynamaktadirlar. Bu funguslarin metabolitleri
biiyiik bir potansiyele sahiptir. Ornegin, gida, tekstil ve kagit sanayinde termofilik
enzimler siklikla kullanilmaktadir. Bununla beraber, 6zellikle yiiksek sicakliklarda
ve cesitli kosullarda diger organizmalardan daha stabil olmalarindan dolayi
termofilik funguslarin amilazlarina olan ilgi daha da artmaktadir. Bu calisma ile
iilkemizin biyolojik kaynaklarimin endiistriyel potansiyelleri ve ileri de yapilacak
olan pek cok bilimsel c¢aligma igin temel teskil edebilecek verilerin toplanmasi
amaglanmistir. Bu ¢alisma sonucunda gida, deterjan, ilag, tekstil ve kagit
endiistrisi gibi pek ¢ok biyoteknolojik uygulamalarda kullanilabilecek potansiyele

sahip bir enzim elde edilmesi amaglanmaktadir.
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Bu c¢alisma kapsaminda cesitli dogal kaynaklardan izole edilen ve Adnan
Menderes Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Molekiiler
Biyoloji Ana Bilim Dali Mikrobiyoloji Laboratuarinda saklanan stok fungus
kiiltiirleri kullanilarak termotolerant ve termofilik olan funguslarin sicaklik
sinirlart  belirlenecektir. Belirlenen termotolerant ve termofilik funguslar
endiistriyel olarak 6nemli olan amilolitik, proteolitik, lipolitik, iireolitik ve
seliilolitik enzimler bakimindan taranacak ve en iyi amilolitik aktivite gosteren sus
secilecektir. Bu enzimin en iyi tretiminin gerceklesdigi kiltir kosullari
belirlenerek, enzimin saflagtirilmasi ve biyokimyasal karakterizasyonunun
yapilmasi amaglanmigtir. Taranan funguslarda amilolitik aktivite tespiti
yapilmazsa ekonomik acidan oOnemli olan proteolitik, lipolitik, iireolitik ve
seliilolitik enzimlerden en iyi zon cap1 olan enzim ile ¢alismaya devam edilmesi

diistintilmiistiir.
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2. KAYNAK OZETLERI
2.1. Amilazlarin Kiiltiir Kosullar:
2.1.1. Amilaz Uretimi Uzerine Karbon Kaynaklarimin Etkisi

a-Amilazlar fruktoz, glukoz, maltoz, galaktoz, sukroz, laktoz, dekstroz olmak
tizere pek ¢ok karbon kaynagindan, hurma surubu ve melas gibi endiistriyel
atiklardan ve seker kamugi kiispesi, piring kabugu gibi tarimsal atiklardan
tiretilebilir (Bhutto ve Umar, 2011; Hussain vd., 2013). Cizelge 2.1 de amilaz
iiretimi i¢in kullanilan farkli karbon kaynaklar1 6zetlenmistir.

Cizelge 2.1. Mikroorganizmalarin amilaz tiretimi i¢in kullanilan farkli karbon

kaynaklari

Mikroorganizma Karbon kaynag | Kaynak

Penicillium rugulosum Galaktoz Tiwari vd., 2007

Penicillium chrysogenum Bugday kepegi Balkan ve Ertan, 2007

Aspergillus flavus Misir nisastasi Niazi vd., 2010

Aspergillus oryzae

Bacillus licheniformis Bugday nisastas1 | Hmidet vd., 2010

Clostridium thermosulforegenes Bugday kepegi Mrudula vd., 2011

SVM17

Aspergillus niger ML-17 Maltoz Irfan vd., 2012

Rhizopus oligosporus ML-10

Bacillus licheniformis Laktoz Sankaralingam vd., 2012

Bacillus sp. Glukoz Vasantha ve
Hemashenpagam, 2012

Aspergillus sp. (AS-2a) Patates unu Ominyi Matthias, 2013

Mucor sp. (MS-3)

Rhizopus sp. (RS-6b).

Aspergillus spp. Piring kepegi Gautam vd., 2013

Bacillus amyloliquefaciens P-001 Misir unu Deb vd., 2013

Aspergillus fumigatus Misir Ratnasri vd., 2014

B. amyloliquefaciens (MTCC 1270) Bugday kepegi Saha vd., 2014

Aspergillus oryzae Bugday kepegi Sivaramakrishnan vd.,
2007

2.1.2. Amilaz Uretimi Uzerine Azot Kaynaklarinin Etkisi

Misir maserasyon sivist (corn steep liquor), kazein, yeast ekstrakt, tripton,
amonyum nitrat, potasyum nitrat, sodyum nitrat ve amonyum kloriir gibi organik

ve inorganik azot kaynaklari kiiltiir ortaminda amilaz tiretimi i¢in kullanilir (Souza
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vd., 2010; Hussain vd., 2013). Cizelge 2.2’ de amilaz tiretimi i¢in kullanilan azot
kaynaklar1 6zetlenmistir.

Cizelge 2.2. Mikroorganizmalarin amilaz iiretimi i¢in kullamlan farkli azot

kaynaklari
Mikroorganizma Azot kaynagi Kaynak
Clostridium sp. Soya unu Odibo ve Ulbrich-Hofmann,
1996
Bacillus sp. Maya 0ziitii Kiran ve Comlekg¢ioglu, 2003
Mucor sp Arjinin Vahidi vd., 2005
Penicillium rugulosum Pepton Tiwari vd., 2007
Aspergillus niger JGI 24 Et oziitii Varalakshmi vd., 2009
Discosia sp. Sodyum nitrat Hegde vd., 2011
Bacillus subtilis RSKK96 Kazein Akcan vd., 2011
Bacillus licheniformis Pepton Oziengbe ve Onilude, 2012
Aspergillus niger Amonyum nitrat Sundar vd., 2012
Cylindrocephalum sp. (Ac- | Sodyum nitrat Sunitha vd., 2012
7)
Bacillus amyloliquefaciens | Tripton ve amonyum Deb vd., 2013
P-001 nitrat
A. oryzae Maya 0ziitii Shah vd., 2014

2.1.3. Amilaz Uretimi Uzerine Sicakhgin EtKisi

Sicaklik mikroorganizmanin biiylimesini ve metabolitleri liretmesini etkileyen,
organizmadan organizmaya farklilik gosteren énemli bir ¢evresel faktordiir (Deb
vd., 2013). Amilaz iretimi tizerine sicakligin etkisi organizmanin biiyiimesi ile
ilgilidir. Bu nedenle optimum enzim iretim sicakligi mikroorganizmanin
mezofilik ve termofilik olusuna baghdir (Gautam vd., 2013). inkiibasyon sicaklig
sadece mikroorganizmanin bilyiimesini degil, ayn1 zamanda biyolojik aktivitelerini
de etkiler (Puri vd., 2013). Cizelge 2.3’de amilaz tiretimi tizerine sicakligin etkisi
ile ilgili kaynaklar 6zetlenmistir.




Cizelge 2.3. Mikroorganizmalarin amilaz {iretme sicakliklar
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Mikroorganizma Uretim sicakhig Kaynak
(Y]

Aspergillus fumigatus NTCC1222 35 Singh vd., 2013

Aspergillus niger-ML-17 30 Irfan vd., 2012

Rhizopus oligosporus-ML-10 35

Discosia sp. 30 Hegde vd., 2011

Bacillus licheniformis 60 Oziengbe ve Onilude,
2012

Aspergillus niger (BTM-26) 30 Abdullah vd., 2014

Aspergillus oryzae 30 Puri vd., 2013

Bacillus sp.K-12 42 Kiran ve Comlekgioglu,
2003

Aspergillus spp. 25 Gautam vd., 2013

Aspergillus niger 28 Sundar vd., 2012

Mucor sp 30 Mohapatra vd., 1998

Aspergillus sp. A3 30 Ellaiah vd., 2002

Penicillium fellutanum 30 Kathiresan ve
Manivannan, 2006

Aspergillus niger 30 Gupta vd., 2008

Aspergillus flavus 30 Fadahunsi ve Garuba,
2012

Bacillus sp. 50 Teodoro ve Martins, 2000

Aspergillus japonicus 25 Pasin vd., 2014

2.1.4. Amilaz Uretimi Uzerine pH’nin EtKisi

Biiylime ortamimin pH’si, enzim salgilanmasi ve organizmanin morfolojik

degismesine neden olan 6nemli fizyolojik parametreler arasindadir. Organizmanin

biiylimesi boyunca degisiklik gosteren pH, ortamdaki iiriin stabilitesini etkiler
(Gupta vd., 2003). Cok diisiik veya yiiksek pH degerleri ekstraseliiler enzimlerin

stabilitesini etkiler ve hizli bir sekilde denaturasyonuna neden olur (Shah vd.,

2014). Pek ¢ok fungusun amilaz tiretimi ve biiyiimesi i¢in optimum pH araliginin
pH 5.0 ile 6.0 oldugu bildirilmistir (Khoo vd., 1994). Cizelge 2.4’de amilaz

iiretimi lizerine pH nin etkisi ile ilgili kaynaklar 6zetlenmistir.
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Cizelge 2.4. Mikroorganizmalarin amilaz {iretme pH’lar1

Mikroorganizma Uretim pH Kaynak
Aspergillus oryzae 7.0 Shah vd., 2014
Aspergillus fumigatus NTCC1222 6.0 Singh vd., 2013
Fusarium soloni 5.0 Bhatti vd., 2007
Penicillium janthinellum (NCIM 5.0 Sindhu vd., 2009
4960)

Aspergillus niger 5.0 Gupta vd., 2008
Aspergillus niger-ML-17 5.0 Irfan vd., 2012

Rhizopus oligosporus-ML-10 6.0

Discosia sp. 7.0 Hegde vd., 2011
Aspergillus niger (BTM-26) 5.0 Abdullah vd., 2014
Aspergillus niger 7.0 Sundar vd., 2012
Aspergillus sp. A3 5.0 Ellaiah vd., 2002
Aspergillus japonicus 5.5 Pasin vd., 2014

Bacillus licheniformis 7.0 Sankaralingam vd., 2012
Bacillus licheniformis 7.0 Oziengbe ve Onilude, 2012
Bacillus sp. 7.0 Teodoro ve Martins, 2000
Bacillus sp. 7.5 Mishra vd., 2014

Bacillus sp. DLB 9 9.0 Kaur ve Vyas, 2012

2.1.5. Amilaz Uretimi Uzerine inokulum Yasi ve inokulum Miktarmm Etkisi

Inokulum miktarinin azh@ veya ¢oklugu amilaz iiretimini azaltir. Baslangictaki
mikrobiyal yiik biiylimeyi ve primer metabolitlerin {iretimini etkilerken, kiigiik
inokulum miktarlar1 funguslarin lag donemini uzatabilir. Belli bir seviyeye kadar
asilama boyutundaki artis genellikle biiyiimeyi ve biliylime ile ilgili faaliyetleri
arttirir, fakat sonra besin kisitlamasindan dolayr mikrobiyal aktivitede azalma
olusur (Shah vd., 2014). inokulum miktari amilaz iiretimi igin 6nemli bir
faktordiir. Yiiksek inokulum miktarlari dogal bir inhibitordiir. Cizelge 2.5°de

amilaz iiretimi tizerine inokulum miktarinin etkisi ile ilgili kaynaklar 6zetlenmistir.

A. oryzae L-glutaminaz {iretimi i¢in inokulum yas1 olarak 4 giinliik sporulasyon
ortami kullanildig1 bildirilmistir. Yapilan calismada inokulum yas1 arttikca,
mikrobiyal gelisimin 6liim fazina girip enzim tiretiminin azalmasiyla sonuglandig
belirtilmistir (Prasanna ve Raju, 2012).

Bacillus subtilis amilaz1 ile yapilan ¢aligmada inokulum miktar1 arttikca enzim
iiretiminin azaldig: bildirilmistir (Jogezai vd., 2011).
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Paenibacillus amylolyticus a-amilaz1 ile yapilan ¢alismada, yiiksek inokulum
miktarlarinda enzim iiretimindeki azalmanin, ¢ok fazla miktardaki hiicreler
nedeniyle ortamdaki besinin azalmasina veya toksik metabolitlerin hizla
birikmesine bagli olabilecegini bildirmislerdir (Ikram-Ul-Haq vd., 2012).

Cizelge 2.5. Mikroorganizmalarin amilaz tiretimi igin kullanilan inokulum

miktarlari
Mikroorganizma inokulum Kaynak
miktari (%0)

Aspergillus sp. A3 10 Ellaiah vd., 2002
Fusarium soloni 15 Bhatti vd., 2007
Aspergillus awamori 2 Prakasham vd., 2007
Aspergillus niger 1 Suganthi vd., 2011
Aspergillus niger-ML-17 5 Irfan vd., 2012
Rhizopus oligosporus-ML-10 10
Aspergillus oryzae 10 Roheena Abdullah ve Javid,
Mutant ve dogal strain 2011
Bacillus cereus MTCC 1305 10 Singh vd., 2010

Bacillus amyloliquefaciens P-001 1 Deb vd., 2013

2.1.6. Amilaz Uretimi Uzerine Inkiibasyon Siiresinin Etkisi

Inkiibasyon periyodu enzim iiretimlerinde gesitlilik gosterir. Kisa inkiibasyon
periyotlart ekonomik agidan ucuz enzim iiretimleri igin potansiyel olusturur
(Ratnasri vd., 2014). Inkiibasyon zamani substrat kullanimi ve enzim iiretiminde
onemli rol oynamaktadir (Puri vd., 2013). Cizelge 2.6’da amilaz iiretimi iizerine

inkiibasyon siiresinin etkisi ile ilgili kaynaklar 6zetlenmistir.

Aspergillus niger BAN 3E amilaz tiretimi i¢in farkli substratlar kullanilmis ve her
substrat i¢in maksimum amilaz iiretiminin farkli inkiibasyon siirelerinde oldugu
bulunmustur. Susam tohumu kiispesinde inkiibasyonun 4. giiniinde (22.5 U/mg),
yerfistig1 kiispesinde inkiibasyonun 6. giintinde (311 U/mg), siyah gram kepeginde
inkiibasyonun 5. gilinlinde (86 U/mg) maksimum amilaz {iretimi oldugu
bildirilmistir (Suganthi vd., 2011).
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Cizelge 2.6. Mikroorganizmalarin amilaz iiretim siireleri

Mikroorganizma Inkiibasyon Kaynak
zamani (Giin)
Penicillium fellutanum 4 Kathiresan ve Manivannan,
2006

Penicilum rugulosum 3 Tiwari vd., 2007
Fungal izolat 6 10 Tripathy vd., 2011
Fungal izolat 8 4
Aspergillus japonicus 4 Pasin vd., 2014
Aspergillus fumigatus 5 Ratnasri vd., 2014
Aspergillus fumigatus NTCC 1222 6 Singh vd., 2014
Aspergillus niger (BTM-26) 3 Abdullah vd., 2014
Aspergillus oryzae 3 Shah vd., 2014
Aspergillus fumigatus 4 Nwagu ve Okolo, 2011
Aspergillus niger 5 Gupta vd., 2010
Bacillus brevis MTTC 7521 15 Ray vd., 2008
Aspergillus oryzae 3 Sivaramakrishnan vd., 2007

2.2. Amilazlari Saflastirilmasi

Saflastirma isleminde Oncelikle saflagtirilacak enzimin ne i¢in gerekli olduguna
karar verilmelidir. Genel olarak analitik ve ila¢ sanayi c¢alismalari igin az ama
saflik derecesi yiiksek enzim kullanimi gerekmektedir. Sanayide kullanim igin ise
cok ama saflik derecesi fazla olmayan enzim kullanimi gerekmektedir.

Saflagtirma islemlerinde enzimin kaynagi (bitki, insan, hayvan veya
mikroorganizma) ve yapilacak islem de onemlidir. Saflastirma islemleri maliyet
olarak ¢ok yiiksek olmakta ve uzun siire gerekmektedir. Saflagtirma ¢aligmalarinda
kullanilan malzeme ve kimyasal maddeler ¢ok pahalidir. Malzemenin segimi ¢ok
iyi planlanip eldeki imkanlara gore yapilmaya calisiimali, kullanilabilecek
alternatif yollar, araglar ve kimyasal maddeler belirlenmelidir.

Saflagtirma katsayist ve verim kullanilan yontemlere gore biiyiikk farklilik
gostermektedir. Saflastirmada kullanilan tekniklerin sayisi arttikga, enzimin
veriminde biiyiilk kayiplar olabilecegi bilinmektedir. Ayrica kromatografik
metotlar pahali ve olduk¢a zaman alici tekniklerdir. Bu nedenlerden dolayi
saflagtirmanin kisa zamanda, tek bir adimda ve ucuz olan metotlarla yapilmasi
tercih edilmektedir. Cizelge 2.7’de amilazlarin saflastirma yontemleri ve molekiil
agirliklan ile ilgili kaynaklar 6zetlenmistir.



Cizelge 2.7. Amilazlarin saflastirma yontemleri ve molekiil agirliklar

Organizma Yontem Saflagtirma katsayist/ | Molekiil agirhik Kaynak
Verim (%) (kDa)

Chloroflexus aurantiacus Ultrafiltrasyon, (NH,),SO,4, DEAE seliiloz, 810/9 210 Ratanakhanokchai
Hidroksiapatit, HPLC vd., 1992

A. flavus LINK % 50-90 (NH,),SO,4, DEAE-Sefadeks A50 (pH | 13.8/70 52.5 Khoo vd., 1994
6.5)

Bacillus Sonikasyon, Triton X-100 ile plazma membran | - 58, 98,184 Egelseer vd.,

stearothermophilus DSM ekstraksiyonu 1995

2358

Cryptococcus sp. S2 Ultrafiltrasyon, a-Siklodekstrin Sefaroz 6B (pH | 140/78 66 lefuji vd., 1996
7.0)

Aspergillus flavus Nisasta affinite, Aseton ¢oktiirmesi 262.32/0.57 75 Abou-Zeid, 1997

Alicyclobacillus Sonikasyon, hiicre fraksiyonlamsi - 140 Matzke vd.,1997

acidocaldarius

Saccharomyces cerevisiae | Ultrafiltrasyon, B-Siklodekstrin Sefaroz 6B (pH | 5/2 54.1 De Moraes vd.,

YPB-G 4.5), 1999
Sefadeks G-100 (pH 4.5)

Lactobacillus Ultrafiltrasyon, DEAE seliiloz kolonu (pH 7.2), | 28.3/6.2 135 Aguilar vd., 2000

manihotivorans LMG Sefadeks G-200

18010T

Streptomyces sp. No.4 Nisasta adsorbsiyon metodu, Afinite 126/2 56, 77 Primarini ve
kromatografisi, lyon degisim kromatografisi Ohta, 2000

€€



Cizelge 2.7. Amilazlarin saflastirma yontemleri ve molekiil agirliklari (devami)

Organizma Yontem Saflastirma katsayisi/ Molekiil agirhik Kaynak
Verim (%) (kDa)
Vibrio sp. Nisasta affinite kromatografisi 163.5/78 52.48 Najafi ve
Kembhavi, 2005
Bacillus subtilis AX20 %70(NH,),S0O,, Sefadeks G-50, DEAE seliiloz 37.5/24.2 149 Najafi vd., 2005
kolonu (pH 9.0), Nisasta kolonu, Sefakril S-400
Kolonu
Bacillus licheniformis (NH,),S0O,, Nisasta affinite 230/51 58 Mendu vd., 2005
Bacillus brevis MTCC %50 (NH,),SO,, DEAE seliiloz kolonu (pH 6.0) 41.1/5.46 205 Ray vd., 2008
7521
Penicillium Nisasta affinite kromatografisi 18/82 65 Metin vd., 2010
citrinum HBF62
Alicyclobacillus (NH,),SO,, Sefadeks jel filtrasyon kromatografisi, 8.138/58 945 Satheesh Kumar
acidocaldarius Iyon degisim kromatografisi vd., 2010
- - 126 Ozcan vd., 2010
Bacillus sp. DM-15
Panicum sumatrense DEAE-seliiloz, Sephadex G-150 10.15/29 46 Ushavd., 2011
Thermoactinomyces (NH,4),SO,, Diyaliz - 135, 145 Abou Dobara vd.
vulgaris 2011
Aspergillus oryzae S2 Evaporasyon, Aseton ¢oktiirmesi, Jel filtrasyon 12/81.41-16/58.56 50, 42 Sahnouna vd., 2012
kromatografisi ve Iyon degisim kromatografisi
. . Soguk asit uygulamasi, Sefadeks G-150 6.4/42.16 394 Olufunke ve Azeez,
Bacillus subtilis 2013
Geobacillus (NH,),SO,, Diyaliz, Sephadex G-100, DEAE- 46/65 63 Fincan ve Enez,

stearothermophilus

seliiloz

2014

Misvak bitkisi

DEAE-Sefaroz, Sefakril S-200

14,74, 16, 30, 20

Mohamed vd., 2014

Ve
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2.3. Amilazlarin Aktivite ve Stabilitesi Uzerine pH ve Sicakhigin Etkisi

Enzimin {i¢ boyutlu yapisini olusturan zayif baglar (hidrojen, iyonik ve molekiiler
baglar) ve 6zellikle disiilfit baglarinin azlig1 veya ¢oklugu enzimin pH ve sicaklik
stabilizasyonu i¢in dnemli rol oynadigi bilinmektedir (Shenoy vd., 1985).

Aspergillus flavus a-amilazinin 50 °C’da 1 saat stabil oldugu, optimum pH’sinin
6.0 ve sicakligmm ise 55 °C oldugu, enzimin pH 5.0 ile 8.5 araliginda stabil
oldugu bulunmustur (Khoo vd., 1994).

Aspergillus carbonarius amilazinin 20 dk inkiibasyondan sonra 30 °C ile 80 °C
arasinda aktivitesinin %85’ini, 90 °C’da ise %65’ini gosterdigi bulunmustur.
(Okolo vd., 2000).

Termofilik Geobacillus stearothermophilus a-amilazinin 2 saat inkiibasyondan
sonra 50 ve 60 °C de stabil oldugu, 70 °C ise aktivitesinin %50’sini gosterdigi
bulunmustur. Saflagtirilan enzimin pH 6.0, 7.0 ve 8.0 de aktivitesini %67, 52 ve 50
oraninda korudugu bulunmustur (Fincan ve Enez, 2013).

Termofilik fungus Scytalidium thermophilum a-amilazinin 50 °C’da 1 saat stabil
oldugu, enzimin yar1 émriiniin 55 °C’da 25 dk ve 60 °C’da 12 dk oldugu, %1°lik
nisasta varliginda 60 °C’da 1 saat tamamen stabil oldugu bulunmustur Optimum
sicakliginin  65-70 °C arasinda oldugu ve optimum pH’sinin 6.0 oldugu
bulunmustur (Aquino vd., 2003).

Rhizopus microsporus var. rhizopodiformis amilolitik aktivitesinin sicaklik
stabilitesinin oldukga yiiksek oldugu, 60 °C’da 120 dk sonra enzim aktivitesinin
%350’sinin geri kazanildigi, 65 °C’da stabil olmadig1 fakat ortama %1’lik nisasta
eklendigi zaman termal inaktivasyondan korundugu bulunmustur (Peixoto vd.,
2003).

Bacillus licheniformis NH1 a-amilazinin optimum sicakliginin 90 °C oldugu, 80 ve
100 °C de ise aktivitesinin %79 ve 92’sini gosterdigi saptanmistir. Amilazin 1 saat
boyunca 70 °C stabil oldugu, 80 °C de aktivitenin sadece %24 iinii gosterdigini, 85
ve 90 °C ise 30 dakikalik inkiibasyon sonunda aktivitenin tamamen kayboldugu
bulunmustur. 90 °C de ortama 5 mM Ca*" ilave edildiginde enzimin yar1 dmriiniin
15 dakika oldugu, kalsiyum yoklugunda ise 3 dakika oldugu saptanmistir.
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Kalsiyum varliginda termal inaktivasyona karsi amilaz termostabilitesinin gelistigi
ve bunun da enzimin A ve B domain kopriileri arasindaki ana kalsiyum baglanma
bolgesindeki Ca-Na-Ca metal {igliisii ile etkilesime girmesi sonucunda oldugunu
bildirmislerdir (Hmidet vd., 2010).

Aspergillus tamarii a-amilazinin 65 °C’da birka¢ saat tamamen aktif oldugu,
enzimin yar1 émriiniin 70 °C’da 30 dakika oldugu ve 75 °C’da ise stabil olmadig
bulunmustur. Yiizde 1’°lik nisasta ile inkiibe edildiginde enzimin yar1 dmriiniin 70
°C’da 70 dakika ve 75 °C’da 40 dakika oldugu bulunmustur (Moreira vd., 2004).

Termofilik fungus Thermomyces lanuginosus F; glukoamilazt ve a-amilazinin
optimum pH ve sicakliklarinin sirastyla 6.0/5.0 ile 70/60 °C oldugu bulunmustur.
Termofilik fungus Thermomyces lanuginosus F; glukoamilazi ve a-amilazinin pH
4.0’da oda sicakliginda 24 saat tamamen stabil olduklari, pH 5.0 ve 6.0 arasinda
ise %80’inin geri kazanildig1 bulunmustur (Odibo ve Ulbrich-Hofmann, 2001).

Termofilik bakteri Alicyclobacillus acidocaldarius o-amilazinin 60 °C’ye kadar
aktivitesinde 6nemli bir kayip olmadigi, 70 °C’da 2 saat inkiibasyondan sonra
aktivitenin %50’sinden fazlasimin geri kazamildigr bildirilmistir. Saflagtirilan
enzimin pH 4.0 ile 7.0 arasinda aktivitesinin %50 den fazlasini korudugu, yiiksek
pH degerlerinde ise 6nemli Glglide azaldigi bildirilmistir (Satheesh Kumar vd.,
2010).

2.4. Amilazlarin Aktivitesi Uzerine inhibitorlerin Etkisi

Birgok metal katyonlari, genellikle agir metal iyonlar, siilfidril grup ajanlari, N-
bromosuksinimid, p-hidroksilmerkuribenzoik asit, iyodoasetat, BSA, EDTA ve
EGTA’nin a-amilazi inhibe ettigi bildirilmistir (Gupta vd., 2003).

Bacillus licheniformis AI20 tarafindan iretilen a-amilazin aktivitesi {izerine
etanol, metanol, isopropanol, aseton gibi ¢oziiciiler ile gliserol gibi kimyasallarin,
Triton X-100, Tween-20 ve Tween 85 gibi deterjanlar ve SDS gibi siirfaktanlarin
etkisi calisgilmistir. Enzim, %10 oraninda denenen c¢oziiciilere karsi biiylik bir
kararlilik géstermis, %20 konsantrasyonda ise bazi ¢oziiciiler (etanol, metanol,
isopropanol) enzim aktivitesinde hafif bir diisiise neden olmustur. Aseton ve

gliseroliin ise enzim aktivitesini etkilemedigi saptanmistir. Deterjanlarin %0.25
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oraninda denenen konsantrasyonunda enzim aktivitesinin stabil oldugu, Triton X-
100, Tween-20 ve Tween 85 %0.5 ve 1’lik konsantrasyonda ise aktivitede sirasiyla
%16, 27, 41 ve %25, 28, 42 oraninda bir kayba neden oldugu bulunmustur.
Anyonik siirfaktan SDS’nin %1 konsantrasyonda enzim aktivitesinde %35°lik bir
azalma gosterdigi saptanmigtir (Abdel-Fattah vd., 2013).

Glukoamilazlar ile yapilan ¢aligmalarda genelde katalitik merkezde nisastanin
hidrolizinden sorumlu amino asitler olarak histidin, triptofan, tirozin ve glutamik
asidin bulundugu bildirilmistir (Shenoy vd., 1985; Williamson vd., 1997; Reilly,
1999; Sauer vd., 2000; Juge vd., 2002; Sutthirak vd., 2005; Sev¢ik vd., 2006).

Termofilik fungus Scytalidium thermophilum 15.8’in glukoamilazi ve a-amilaz1 1
mM B-merkaptoetanol tarafindan tamamen inhibe edilmis ve disiilfit baglarinin
varlig1 gosterilmistir (Cereia vd., 2006).

Bacillus licheniformis NH1 a-amilazinin 1 saat 40 °C de %1 oraninda Tween-20
ve Triton X-100 ile muamele edildigi ve bu siire sonunda aktivitede herhangi bir
kayip olmadig: bildirilmistir. %10’luk SDS varliginda ise aktivitede %20 oraninda
bir azalma oldugu, %1°lik sodyum perborat (okside edici ajan) varliginda ise 1
saat sonunda %43 oraninda kayip oldugu bildirilmistir. ImM PMSF ve 10 mM f-
merkaptoetanol’iin enzim aktivitesini etkilemedigi bulunmustur (Hmidet vd.,
2010).

Streptomyces sp. No.4’tin amilazlarinin (Al ve A2) ImM B-merkaptoetanol
tarafindan aktive edildigi bulunmustur (Pirimarini ve Ohta, 2000).

Natronococcus sp. a-amilazinin %1°lik SDS ve 1 M {ire varliginda aktivitesinin
%80 ve 74 oraninda inhibe oldugu, 1 mM PMSF’nin inhibitdr etkisi gostermedigi,
N-bromosuksinamidin ise %73 oraninda inhibe ettigi saptanmigtir. Bu sonuglara
gore enzimin aktif merkezinde triptofan oldugu bulunmustur (Kobayashi vd.,
1992).

Termofilik fungus Thermomyces lanuginousus ATCC 34626 nin glukoamilaz ve
a-amilazinin 10 mM {ire tarafindan aktive edildigi bulunmustur (Nguyen vd.,
2002).
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Termofilik fungus Thermomyces lanuginousus F;’in glukoamilaz ve a-amilaz
aktivitesinin 2 mM SDS tarafindan aktive edildigi, iire tarafindan giiclii bir sekilde
inhibe edildigi bulunmustur (Odibo ve Ulbrich-Hofmann, 2001).

Thermus sp. a-amilazinin tre ile etkilenmedigi, SDS ile %63 oraninda inhibe
edildigi bulunmustur (Shaw vd., 1995). Clostridium perfringens Type A a-amilazi
10 mM SDS tarafindan inhibe edilmistir (Shih ve Labbé, 1995).

Bacillus subtilis DM-03’{in a-amilazi PMSF ve SDS tarafindan inhibe edilmis,
tirenin 2 M konsantrasyonundan etkilenmezken, 8 M konsantrasyonunda %78
oraninda inhibe edildigi bulunmustur (Das vd., 2004).

Aspergillus carbonarius amilazi 2 mM N-bromosuksinamid tarafindan %49
oraninda inhibe edilmistir (Okolo vd., 2000).

Thermomyces lanuginosus a-amilazi CMC (1-Sikloheksil-3-(2-morfolinil-4-etil)-
karboimid) ve N-bromosuksinamid tarafindan inhibe edilmis ve bu sonuglara gore
enzimin aktif merkezinde karboksil gruplart ve triptofan amino asidinin oldugu
ileri stiriilmistiir (Petrova vd., 2000).

Termofilik bakteri Alicyclobacillus acidocaldarius a-amilazinin SDS, Triton X-
100, Tween-20 ve Tween-80 tarafindan etkilenmedigi ve stabil oldugu, iire
tarafindan inhibe edildigi belirlenmistir. Amilaz aktivitesi {izerine siirfaktanlarin
etkisinin ¢ok diisiik oranda oldugu ve enzimin deterjan sektoriinde kullanima
uygun oldugu bildirilmistir. Ure denaturasyonunun ise enzimin bilesimindeki
hidrofobik amino asit residiilerinden dolay1 oldugu bildirilmistir (Satheesh Kumar
vd., 2010).

2.5. Amilazlarin Aktivitesi Uzerine Metal Iyonlar1 ve EDTA’min Etkisi

Metal iyonlari, proteinlerin ¢ogunda ii¢ boyutlu yapilarinin olusumunda ve aktif
merkezde substratlarin katalizlerinde dogrudan veya dolayli olarak 6nemli rol
oynamaktadirlar.

Metal iyonlar1 katalitik isleme farkli yollarla yardimci olurlar; (a) substrata
baglanarak reaksiyon i¢in onun dogru yonelimini saglarlar, (b) oksidasyon
sayilarindaki dontistimlic  degisimlerle redoks reaksiyonlarina katilirlar (C)
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substratin negatif yiikiinii elektrostatik olarak kararli hale getirirler. Divalent
iyonlarin selatlayici ajan1 olan EDTA, metallo-proteinlerin ve aktivasyonlar igin
divalent katyonlara ihtiya¢ duyan enzimlerin bir inhibitoriidiir (Odibo ve Ulbrich-
Hofmann, 2001).

Termofilik bakteri Alicyclobacillus acidocaldarius a-amilazinin aktivitesi tizerinde
1 mM metal iyonlar1 ile 20, 40 ve 60 mM selatlayict ajan olan EDTA’’nin etkisi
calisilmistir. EDTA’nin 40 ve 60 mM da enzim aktivitesini tamamen inhibe ettigi
ve bu sonucun da enzimin metale bagimli oldugunu gésterdigi belirtilmistir. 1 mM
Ca ** iyonu varhginda enzim aktivitesinin nemli oranda arttig1, denenen diger
metal iyonlarmin (Mg®, Hg®*, Ba**, Mn?, Fe*" Ag®*, Co®*, Ni*" ) ise enzimi
inhibe ettigi bulunmustur. Kalsiyumun yiiksek deney sicakliklarinda enzimin
stabilizasyonunu sagladigi ve bunun da aktiviteyi arttirdig1 bildirilmistir (Satheesh
Kumar vd., 2010).

Termofilik fungus Thermomyces lanuginousus Fi’in GA aktivitesi 2 mM Mn?*
(%63), Co®* (%51), Ca*" (%27), Fe** (%15) ve Zn* (%11) tarafindan aktive
edildigi, Ba®* (%3) tarafindan etkilenmedigi, EDTA (%43) ve Hg** (%83)
tarafindan giicli bir sekilde inhibe edildigi bulunmustur. Ayni fungusun o-
amilazinm 2 mM Co®* (%78), Mn** (%24), Zn** (%13), Ca** (%11) ve Fe** (%8)
tarafindan aktive edildigi, Ba®* (%11), EDTA (%46) ve Hg*" (%90) tarafindan
giiclii bir sekilde inhibe edildigi bulunmustur (Odibo ve Ulbrich-Hofmann, 2001).

Aspergillus carbonarius nisasta hidrolizleyen amilazinn 2 mM Fe** ve Co®*
tarafindan aktive edildigi, Ca** gibi divalent veya Na" gibi monovalent katyonlara
aktivite icin gereksinim gostermedigi bulunmustur. Mn?*, Cu®*, zn*, Ba®*, Hg2+
ve EDTA’nin enzim aktivitesini inhibe ettigi bildirilmistir (Okolo vd., 2000).

Scytalidium thermophilum a-amilaz aktivitesinde 1 mM Ca®*, Mg®* ve Na*
iyonlarimin %4-8 oraninda bir artisa sebep oldugu, Zn**, Mn**, Ba** ve NH,"
sirastyla %47, 17, 12 ve 12 oraminda, ozellikle Hg®* ile Cu* ise %85 ile 75
oraninda inhibisyona neden oldugu bulunmustur. On mM konsantrasyonda ise
aktivitede Na* iyonunun %10’luk bir artis gosterdigi, Ba®*, Ca®*, Mn®*, NH,"
iyonlarimin yaklasik olarak %18’lik inibisyona ve 6zellikle Zn**, Cu®* ve Hg**
iyonlarinin ise %93, 96 ve 100’lik inhibisyona neden oldugu bildirilmistir
(Aquino vd., 2003).
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Maya Cryptococcus flavus’un a-amilaz aktivitesinde 4 mM Mn*, Mg*, Zn**,
Ca®*, Hg*, Fe* ve Cu® iyonlarmm sirasiyla %4, 5, 15, 30, 71, 80 ve 100
azalmaya sebep oldugu saptanmustir (Wanderley vd., 2004).

Aspergillus tamarii o-amilazinin 10 mM Fe**, Pb®*, Cu®* ve Hg** tarafindan %90-
98 oraninda inhibe edildigi, Ba®* tarafindan %23 oraninda aktive edildigi ve
denenen diger metal iyonlar1 tarafindan Onemli bir sekilde etkilenmedigi
bulunmustur (Moreira vd., 2004).

Streptomyces sp. No.4 amilazlari (Amilaz 1 ve 2) iizerine 1 mM metal iyonlarinin
etkisi incelenmis, Amilaz 1’in Co?*, Zn*, Ba*", Pb**, Ca*" ve Mg2+ tarafindan ¢ok
azda olsa aktive edildigi, Ni** ve Mn®*’dan etkilenmedigi, Sn**, Fe**, Cu**, Hg*
(%100) ve EDTA tarafindan inhibe edildigi bulunmustur. Amilaz 2’nin ise,
denenen tiim metal iyonlar: ile inhibe oldugu, EDTA’nin ise aktivitede %13’liik
bir artiga neden oldugu bulunmustur (Primarini ve Ohta, 2000).

Termofilik fungus Thermomyces lanuginousus ATCC 34626 a-amilazinin 10
mM’lik Zn** ve Co®* tarafindan inhibe edildigi, Mn** ve Fe** iyonlarmimn aktiviteyi
etkilemedigi, Ca®*, Ba*" ve EDTA tarafindan aktive edildigi bulunmustur (Nguyen
vd., 2002).

Termofilik fungus Thermomyces lanuginousus a-amilazmm 5 mM Cu®* ve Fe**
iyonlari tarafindan %90 oraninda inhibe edildigi, bunun da muhtemelen enzimin
aktif bolgesindeki karboksil gruplariyla kompleks olusturdugu, Mn**, Ca**, Mg*,
Ba®* ve Cd**’un ise enzimi aktive ettigi bulunmustur (Petrova vd., 2000).

Mucor sp. amilazi Cu®, Fe?*, Ni** ve Hg*’nin yiiksek konsantrasyonlarinda (25
mM) inhibe olurken, Ca**, Mn** ve Co* tarafindan daha az inhibe edildigi, 25
mM Mg enzimi etkilemedigi, 5 mM EDTA’mn enzimi giiclii bir sekilde inhibe
ettigi bulunmustur (Mohapatra vd., 1998).

Bacillus licheniformis AI20 a-amilazinin Co®, Zn**, Mn**, Cu**, Ca** ve Mg* ’un
0.1mM konsantrasyonunda aktivitesinin etkilenmedigi, 1mM konsantrasyonda ise
Co*, Zn*, Mg* ve Cu®"’nun %8-9 oaraninda bir kayba neden oldugu, 10 mM
konsantrasyonda Cu®* ve Zn*’nun sirastyla %75 ve 45 oraninda aktivitede kayba
neden oldugu bulunmustur. Hg?”’nin 1 ve 10 mM konsantrasyonlarda enzim

aktivitesini tamamen inhibe ettigi bulunmustur. Enzimin %0.25 konsantrasyonda
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EDTA ve EGTA tarafindan sirasiyla %45 ve 35 oraninda inhibe oldugu
bulunmustur (Abdel-Fattah vd., 2013).

Bacillus licheniformis NH1 a-amilazinin aktivitesi lizerine ¢esitli metal iyonlarinin
2 mM konsantrasyonda etkisine bakilmis ve Ca®*, Ba’* ve Fe*”’in enzim
aktivitesini etkilemedigi saptanmustir. Mg®**un enzim aktivitesini ok az etkiledigi
(%7), Hg*" ve Zn*"nun enzimi tamamen inhibe ettigi bulunmustur. Selat ajam
olan EDTA’nin ise enzim aktivitesini inhibe ettigi ve bunun sonucu olarak
Bacillus licheniformis NH1 a-amilazinin metale bagimli enzim oldugu
saptanmustir (Hmidet vd., 2010).

2.6. Amilazlarmm Substrat Ozgiilliigii

Streptomyces sp. tarafindan iretilen ti¢ farkli a-amilazin (Amilaz 1, 2 ve 3) amiloz
icin yliksek afiniteye sahip olup K. degerleri sirasiyla 0.2, 0.3 ve 0.2 mM,
maltotrioza karsi zayif afiniteye sahip olup K, degerleri sirasiyla 8.2, 8.0 ve 8.2
MM olarak bulunmustur (McMahon vd., 1999).

Bacillus subtilis KIBGE HAS mikroorganizmasindan saflastirilmis a-amilazin
optimum kosullar altinda ¢o6ziiniir nigasta substrati ile K, degeri 2.68 mg/mL ve
Vmax 1773 U/mL olarak hesaplanmustir (Bano vd., 2011).

Bacillus licheniformis AI20 a-amilazinin K, degeri 0.709 mg/mL ve V.« 454
mU/mg olarak hesaplanmistir (Abdel-Fattah vd., 2013).

Termofilik bakteri Alicyclobacillus acidocaldarius a-amilazinin Ky, degeri 2.9
mg/mL Ve Vax 7936 U/mL olarak hesaplanmustir (Satheesh Kumar vd., 2010).

Bacillus licheniformis ATCC 6346 tarafindan iretilen ham ve saflastirilmis a-
amilazin substrat 6zgiilliigiine bakilmig, ham enzimin amiloz, amilopektin, pektin,
kitin, ksilan ve maltoz’a kars1 sirasiyla %119.3, 77.7, 25.5, 27.4, 5.7 ve 20.3
aktivite gosterdigi, ¢Oziiniir nigasta ile karsilastirildiginda ise seliiloz, pullulan ve
sukroza kars1 aktivite gdstermedigi bulunmustur. Saflastirilan amilazin ise amiloz,
amilopektin, pektin, kitin, ksilan ve maltoz’a kargi sirasiyla %107.42, 60.02,
19.64, 21.17, 0 ve 20.3 aktivite gosterdigi bulunmustur. Amilazin seliilozu hidroliz
etmemesinin yapisinda bulunan B-1,4 baglarindan kaynaklandigi belirtilmistir.
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Enzimin nisasta, amilopektin ve amiloza karsi hidrolizleme yeteneginin oldugu,
maltoza kars1 ise yavas oldugu bildirilmistir (Vengadaramana vd., 2011)

Aspergillus tamarii a-amilazinin nisasta, amilopektin ve amilozu hidrolizleme
oraninin yilksek oldugu, glikojen ve pullulant ¢ok yavas hidrolizledigi,
siklodekstrinleri (o ve B) hidrolizleyemedigi bulunmustur (Moreira vd., 2004).

Ektomikorizal fungus Tricholoma matsutake a-amilazinin substrat spesifitesi igin
farkli polisakkaritler kullanilmig, en iyi hidrolizlenen substratin ¢Oziiniir nigasta
oldugu, daha sonra sirasi ile amiloz A, amiloz, amiloz B ve glikojen oldugu
bulunmustur. Tricholoma matsutake o-amilazi o-1,6 baglarmi ve siklik
polisakkaritleri (o ve B-siklodekstrin), a-1,4, a-1,6 ve a-1,3 baglarimi da igeren
pullulani hidrolizleyemedigini gostermistir (Kusuda vd., 2003).

Bacillus subtilis ve onun mutant tiirevleri tarafindan iretilen o-amilazin K,
degerleri sirast ile 1.08 ve 1.43 (mg/mL), Vmax degerleri ise 100 ve 151 (U/mL)
olarak bulunmustur (Demirkan, 2010).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyaller

Kimyasallar ve Mikroorganizma olmak {izere iki baslik altinda verilecektir.
3.1.1. Kimyasallar

Coomassie Brillant Blue G-250, ¢6ziinebilir nisasta, azokazein, pepton, maltoz,
AICl;, glukoz, glutatyon, MnSO4.H,0, N,N'-metilen bis-akrilamid, proteinaz K,
borik asit, NaF, sigir serum albumini, standart protein karisimi [domuz miyosini,
200 kDa), pB-galaktozidaz (E.coli, 116 kDa), fosforilaz B (tavsan kasi, 97 kDa),
albumin (s1g1r albumini, 66 kDa), aloumin (yumurta, 45 kDa), karbonik anhidraz
(s1gir eritrosit, 29 kDa)], Tween 40, Tween 80, safra tuzu, aliiminyum silika jel,
fenol kirmuzisi, corn step liquor, brochial epitelium cell, misir nisastasi, tripan
blue, seliiloz, MES, yeast nitrojen baz, 3,5-dinitrosalisilik asit (DNS) Sigma
firmasindan; agar-agar, akrilamid, amonyum persiilfat, amonyum siilfat, aseton,
BaCl,, brom fenol mavisi, CaCl,.2H,0, CoCl,, CuCl,.2H,0, etanol, etilen diamin
tetra asetik asit (EDTA-CioH14N;Na,04.2H,0), FeCl;.6H,0, FeSO,.7H,0,
gliserol, glisin, HCI, hekzan, Hg,Cl,, KCI, metanol, MgCl,.6H,0, MgS0O,.7H,0,
MnClI,.2H,0, NaOH, n-biitanol, NH,CI, NiCl,, sitrik asit, sodyum dodesil siilfat
(SDS), I, siilfiirik asit (H,SO,4), TEMED, trikloroasetik asit, Tris baz, Triton X-
100, kongo kirmizisi, iire, 2,3-biitandiol, yeast ekstrakt (maya Oziitii), ZnCl,, -
merkaptoetanol, sodyum potasyum tartarat (C,H;OsKNa.,H,0), skim milk, Tween
60 Merck firmasindan; 1,4- dithiothreitol (DTT), 5,5-dithiobis (2-nitrobenzoik
asit) (DTNB), fenil metil siilfonil floriir (PMSF), iodoasetamid (IAA), metil-p-
toluen-sulfonat (CMC), N-bromo suksinamit (NBS), o-fosforik asit, sikloheksil-N-
(2-morfolinoetil)-karboimid, amilopektin, amiloz, glikojen, piring niSastasi,
rafinoz, bugday nisastasi, dekstrin, orsinol, maltotrioz, maltotetroz, maltopentoz
Fluka firmasindan; 1,4-dioksan, dimetil siilfoksit (DMSO), etilen glikol, Tween
20 sodyum asetat Panreac firmasindan; LiCl Avokado firmasindan; KH,PO,,
NaCl ve sodyum sitrat Carlo Erba firmasindan; asetik asit, KI ve propanol
Riedel-de Haén firmasindan; malt ekstrakt agar, czapek dox agar, patates
dekstroz agar Lab M firmasindan; Tag polimeraz, dTNP ve PCR tamponu

Fermentas firmasindan saglandi.
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3.1.2. Mikroorganizma

Adnan Menderes Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Molekiiler
Biyoloji Anabilim Dali Mikrobiyoloji laboratuvari fungus stoklarinda bulunan ve
cesitli kaynaklardan izole edilen 91 adet fungus stoku kullanilda.

3.2. Yontemler
3.2.1. Funguslarm Sicakhik Sinirimin Belirlenmesi

Adnan Menderes Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Molekiiler
Biyoloji Anabilim Dali, Mikrobiyoloji Laboratuarinda saklanan ve g¢esitli
kaynaklardan izole edilen 91 fungusun termotolerant veya termofilik olup
olmadiklarini belirlemek amaciyla sicaklik taramasi yapildi. Stok fungus suslari
patates dekstroz agar ortaminda farkli sicakliklarda (20, 30, 40, 50 ve 60 °C’da) 5
giin boyunca inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda koloni ¢aplar1 elektronik kumpas
(Mitutoyo, CD-15CP, ingiltere) ile dl¢iildii ve sonuclar mm cinsinden kaydedildi.
Tiim denemeler ii¢ tekrarli olarak gergeklestirildi.

3.2.2. Kalitatif Lipolitik, Amilolitik, Proteolitik, Seliilolitik ve Ureolitik
Aktivite Tayini

Sicaklik taramasi yapilan, termofilik ve termotolerant olarak belirlenen funguslarin
amilolitik, seliilolitik, proteolitik, lipolitik ve {ireolitik aktivite gosterip
gostermedikleri asagida ayrintilar1 verilmis olan metotlar ile belirlendi.

3.2.2.1. Lipolitik aktivite tayini

Izolatlarin lipolitik aktiviteleri Tween 80 agar ydntemine gore (Haba vd., 2000)
belirlendi. Bunun igin %0.01” lik CaCl,.H,O igeren malt ekstrakt agar ortami ve
Tween 80 ayn olarak 115 °C’de 10 dakika otoklavda sterilize edildi. Sterilize
edilen bu ortam 45 °C’ye kadar sogutulduktan sonra, Tween 80 son
konsantrasyonu %1 olacak sekilde agar ortamina eklendi. Stok fungus kiiltiirleri,
Tween 80 agarli petrilere inokiile edildi ve 27-30 °C’deki etiivde 72 saat inkiibe
edildi. Lipolitik aktivite gosteren funguslar, Tween 80’1 substrat olarak
kullandiginda agiga cikan oleik asit ortamdaki Ca?* ile birlesip ¢okelerek
kolonilerin etrafinda opak bir zon olusturur. Inkiibasyon sonunda kolonilerin
etrafinda olusan opak zon ¢ap1 6lgiildii ve zon ¢apinin koloni ¢apina oranlanmasi
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ile lipolitik aktivitenin derecesi belirlendi. Tiim denemeler ii¢ tekrarli olarak
gercgeklestirildi.

3.2.2.2. Amilolitik aktivite tayini

Izolatlarn amilolitik aktiviteleri amilaz besiyeri (%2 agar, %0.5 safra tuzu, %1
coziinebilir nisasta, %0.67 yeast nitrojen baz) kullanilarak belirlendi. Bunun i¢in
%2 agar, %0.5 safra tuzu, %1 ¢oziinebilir nisasta igeren ortam 121 °C’de 15
dakika otoklavda sterilize edildi. Ortam 40-50 °C’ye soguduktan sonra yeast
nitrojen baz, son konsantrasyonu %0.67 olacak sekilde ve filtre sterilizasyonu
yapilarak, bu ortama eklendi. Stok fungus kiiltiirleri, amilaz besiyeri igeren
petrilere inokiile edilerek, 27-30 °C’deki etiivde 72 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra petrilere %0.3 1-%0.6 KI ile hazirlanan iyodiir ¢ozeltisi
puskiirtildi. Amilolitik aktiviteye sahip organizmalar ortamdaki nisastay1
pargaladiklar1 icin, kolonilerin etrafinda nisastanin iyotla verdigi karakteristik
koyu mavi renk olusmayarak acik zonlar goriiliir. Amilolitik aktivitenin derecesi
ise olusan bu agik zon ¢apinin koloni ¢apina oranlanmasi ile belirlendi (Meller vd.,
2004). Tum denemeler ii¢ tekrarli olarak gergeklestirildi.

3.2.2.3. Proteolitik aktivite tayini

Izolatlarmn proteolitik aktiviteleri %10 skim milk igeren malt ekstrakt agar ortanm
kullanilarak belirlendi (Pereira vd., 2001). Bunun i¢in, malt ekstrakt agar ve skim
milk ayr1 olarak 115 °C’de 10 dakika otoklavda sterilize edildi. Sterilize edilen bu
ortam 45 °C’ye kadar sogutulduktan sonra, skim milk ¢ozeltisi son
konsantrasyonu %10 olacak sekilde agar ortamina eklenerek karistirildi ve steril
kosullarda petrilere dokiildii. Stok fungus kiiltiirleri, skim milk agarli petrilere
inokiile edildi ve 27-30°C’deki etiivde 72 saat inkiibe edildi. Proteolitik aktivite
gosteren izolatlar skim milk’teki kazeini parcalayarak besi ortaminda seffaf bir
zon olusturur. inkiibasyon sonunda kolonilerin etrafinda olusan bu seffaf zon
pozitif sonug olarak degerlendirildi. Zon g¢apinin koloni ¢apina oranlanmasi ile
proteolitik aktivitenin derecesi belirlendi. Tiim denemeler i¢ tekrarli olarak
gergeklestirildi.
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3.2.2.4. Seliilolitik aktivite tayini

Izolatlarin seliilolitik aktiviteleri %1 seliiloz igeren Czapek dox agar ortami
kullanilarak belirlendi (Teather ve Wood, 1982; Doran, 2000). Bunun igin, seliiloz
ve Czapek dox agar 121 °C’de 15 dakika otoklavda sterilize edildi. Sterilize edilen
bu ortam 45 °C’ye kadar sogutulduktan sonra steril kosullarda petrilere dokiildii.
Stok fungus kiiltiirleri, seliilozlu Czapek dox agarli petrilere inokiile edilerek 27-
30°C’deki etiivde 72 saat inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra petrilere %0.1°lik
Kongo kirmizis1 damlatilip 15 dakika oda sicakliginda bekletildi. Daha sonra 1 M
NaCl ¢ozeltisi damlatildi ve 5-10 dakika bekletildi. Seliilolitik aktivitenin derecesi
siire sonunda olusan zon c¢apinin koloni ¢apina oranlanmasi ile belirlendi. Tiim

denemeler ii¢ tekrarli olarak gergeklestirildi.
3.2.2.5. Ureolitik aktivite tayini

Izolatlarin iireolitik aktiviteleri iire agar yontemine (%0.13 iire, %2 glukoz, %0.05
MgSO,. 7H,0, %0.03 CaCl,, %0.012 fenol kirmuzisi, %1.5 agar ) gore belirlendi.
Bunun i¢in glukoz, MgSO,4. 7H,0, CaCl,, fenol kirmizis1 ve agarin 100 °C de
¢ozlinmesi saglandi. Besiyeri soguduktan sonra 1 N HCI ve 1 N NaOH ile pH
6.8’¢ ayarlandi. Besiyeri 121 °C’de 15 dakika otoklavda sterilize edildi. Sterilize
edilen ortam 45 °C’ye kadar sogutulduktan sonra, filtre sterilizasyonu yapilan iire
steril kosullarda besi ortamina eklendi. Stok fungus kiiltiirleri, {ire agarli petrilere
inokiile edildi ve 27-30 °C’deki etiivde 72 saat inkiibe edildi. Ureolitik aktiviteye
sahip funguslar, iireyi substrat olarak kullandiginda agiga ¢ikan amonyak ortam
pH’sim yiikseltir. pH degisiminden dolayr fenol kirmizisinin rengi saridan
kirmiziya doner ve kolonilerin etrafinda bir zon olusturur. inkiibasyon sonunda
kolonilerin etrafinda olusan zon capt Olgiildii ve zon c¢apimin koloni ¢apina
oranlanmasi ile iireolitik aktivitenin derecesi belirlendi (Ghasemi vd., 2004). Tiim

denemeler ii¢ tekrarli olarak gergeklestirildi.

3.2.3. Aflatoksin Testi

Amilolitik aktivite gosterdikleri belirlenen 15 termotolerant ve termofilik
fungusun aflatoksin iiretme yetenekleri floresans yontemi kullanilarak belirlendi
(Hara vd., 1974). Bunun igin sukroz, 30 g; K,HPOQ,, 10 g; MgS0,.7H,0, 0.5 g;
KCI, 0.5 g; (NH;) H,PQO4, 10 g; FeS0O,.7H,0, 0.01 g; NaNOs, 3 g; HgCl,, 5x10*
M; corn steep liquor, 0.5 g; agar, 20 g, distile su ile 1000 mL’ye tamamlandi. Agar
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eklenmeden 6nce pH 1 N NaOH ile 5.50’e ayarlandi ve ortam 121 °C de 15 dakika
otoklavda sterilize edildi. Ortam 40-50 °C’ye kadar soguduktan sonra, steril
kosullarda petrilere dokiildii. Fungus kiiltiirleri, besiyerine inokiile edilerek, 27-30
°C’deki etiivde 7 giin inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda petri plaklar1 UV 1s131na
(365 nm) tutuldu. UV 15181 altinda floresan 1s1ma yapan koloniler aflatoksin
tiretme yetenegi acisindan pozitif olarak kabul edildi.

3.2.4. Secilen Funguslarin Toksin Uretme Yeteneklerinin Géoriintiilenmesi

Amilolitik aktivite yoniinden en yiiksek olan ve aflatoksin iiretmeyen termofilik
iki fungus ve aflatoksin yoniinden pozitif olan iki farkli fungus (kontrol) patates
dekstroz agarda 5 giin 30 °C de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda funguslarin
serum fizyolojik su ile ODgy 0,1 olacak sekilde spektrofotometre de ayarlama
yapildi. Uygun seyreltmeleri yapilan fungus orneklerinden Bronchial epitelium
cell basal medium ortamina steril kosullarda ekim yapildi ve 37 °C de 2, 4 ve 8
saat boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon siireleri sonunda hiicreler 500 pL serum
fizyolojik ile 2 kez yikandiktan sonra 2 oraninda seyreltilmis tripan blue/serum
fizyolojik ile 5 dakika boyunca boyandi. Boyama sonunda kuyucuklardaki boya
mikro pipetle uzaklastirildi. Olympus CK40 invertor tip mikroskop kullanilarak
10’luk objektifte bes farkli alanda 6lii ve canli hiicreler sayildi. Yiiz hiicredeki olii
ve canli hiicre sayilar1 hesaplanarak, kontrol grubu ile deney gruplar1 arasindaki
olii ve canli hiicre sayisi1 karsilastirildi. Herhangi bir ¢ozelti igermeyen hiicreler ise

kontrol grubu olarak kullanildi.
3.2.5. Mikroorganizmanin Secimi

Toksin iiretimi yapmayan funguslar Aspergillus fumigatus HBF125 ve Aspergillus
fumigatus HBF126 suslar1 sivi kiiltiir ortaminda gelistirilerek spektrofotometrik
yontemle kantitatif olarak amilolitik aktivite tayini yapildi. Bu islem igin yapilan
caligmalar asagidaki gibi gerceklestirildi.

3.2.5.1. Sporulasyon ve Kiiltiir ortami

Bu islem i¢in once Aspergillus fumigatus HBF125 ve Aspergillus fumigatus
HBF126 suslarmin sporulasyon ortaminda spor olusumu saglandi. Sporulasyon
ortami olarak %1°lik ¢6ziiniir nisasta igeren, patates dekstroz agar kullanildi.
Amilaz kiiltiir ortamu igeren 500 mL’lik erlene, sporulasyondan sonra 10™liik
seyreltmeden 10° spor/mL olacak sekilde inokiile edildi Enzim iiretimi igin
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kullanilan siv1 kiiltiir ortaminin icerigi Cizelge 3.1°de ve standart deney ortami ise
Cizelge 3.2°de verildi. inkiibatérde 40 °C’da 100 rpm de 6 giin boyunca inkiibe
edildi. Inkiibasyon siiresince hergiin 1.0 mL 6rnek alinarak enzim aktivitesi,
rediiktér seker miktar1 ve protein miktar1 6l¢iildii. Inkiibasyon sonunda kiiltiir
ortami Buhner hunisinde filtre kagidi kullanilarak vakum altinda siiziildi ve
stiziintli enzim kaynagi olarak kullanildi.

Cizelge 3.1. Amilaz kiiltiir ortam

Kimyasal Maddeler Miktar: (g/L)
NaNO; 3

KCI 0.5
MgS0O,.7H,0 0.5
FeSO,. 7TH,0 0.01
KH,PO, 1
Pepton 10
Cozuniir patates nigastasi 20
CaCl, H,0 5

pH 5.0

Cizelge 3.2. Ham enzim aktivitesi i¢in standart deney ortami igerigi

Deney bilesenleri Ornek Kor
Coziniir patates nigastast (%1) 100 uL 100 pLL
Enzim 100 L -

50 °C, 30 dk inkiibasyon
DNS 50 L 50 uL
Enzim - 100 pL
Soguk su banyosunda inkiibasyon 2 dk
Kaynar su banyosunda inkiibasyon 5dk
Soguk su banyosunda inkiibasyon 3dk
Distile su 500 pL 500 pL

530 nm dalga boyunda absorbans okunur

3.2.5.2. Ince tabaka kromatografisi (TLC)

Nisastanin enzimatik hidrolizi sonucu olusan driinlerin analizi i¢in ince tabaka
kromatografisi kullanildi (Fontana vd., 1988). Bu islem i¢in 1 mL enzim ¢6zeltisi
ile 1 mL %1’lik ¢oziiniir patates nisastasi karistirilarak 40 °C’da 24 saat inkiibe
edildi. Yirmidort saat sonunda enzim-nisasta karisimindan 200 uL alinarak kaynar
su banyosunda 5 dakika kaynatildi. Ornekler kullamilincaya kadar 4 °C’da
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saklandi. Standart olarak glukoz, maltoz, maltotrioz, maltotetroz ve maltopentoz
kullanildi. Standart karisimi 50 mM Mcllvaine tamponunda %0.1°lik olacak
sekilde hazirland:. ince tabaka plaklarmin (Alugram® Sil G/UV,s, 0.2 mm, 5 x 10
cm, Almanya) alt kismindan 0.5 cm’lik bir bosluk olacak sekilde ¢izgi ¢izildi.
Sonra standart, nisasta ve orneklerden mikropipetle 10 uL alinarak birer santim
araliklarla plaklara uygulandi ve havada kurutuldu. Hareketli faz igin n-butanol;
etanol; su (5:3:2) karisimu hazirlandi. Ince tabaka kromatografi tankma (Sigma,
Almanya) bu karistmindan 15 mL eklendikten sonra kurutulan plaklar tanka
yerlestirildi, Orneklerin yiiriitiilmesi saglandi. Yiiriitme isleminden sonra
¢oOziiclinlin aldig1 yol 6lgiildii ve plaklar havada kurutuldu. Boyama iglemi igin
siilfiirik asit; metanol (1:9) karisiminda hazirlanmis, %0.2°lik orsinol kullanildi.
Plaklar boya ¢ozeltisine batirilip ¢ikarildi ve havada kurumasi saglandi. Kuruyan
plaklar 100 °C’lik etiivde 10 dakika tutularak renk gelisimi saglandi. Olusan
lekelerin aldig1 yol cetvelle odlgiildii. Ornegin ve standartlarin aldig yol,
¢Oziicliniin aldig1 yola oranlanarak Rf degerleri asagidaki formiile gore hesaplandi.
Orneklerin Rf degerleri, standartlarin Rf degerleri ile karsilastirilarak enzim

hidrolizi sonucunda olusan iiriiniin ve enzimin tipi belirlendi.

Rf — Ornegin aldig1 yol (cm)

- Céziiciiniin aldig1 yol (cm)

3.2.5.3. Ham enzim aktivitesi iizerine sicakhgin etkisi

Enzim aktivitesi iizerine sicakligin etkisini saptamak i¢in farkli sicakliklarda (10,
15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80 °C) standart deney
kosullarinda enzim aktivitesi 6l¢iildii. Her sicaklikta ortam pH’sin1 sabit tutmak
icin Mcllvaine tamponu pH 5.0’e ayarland1 ve %10’luk stok ¢6ziiniir nisastadan
son konsantrasyonu %0.5 olacak sekilde tamponla seyreltilerek deney ortamina
eklendi. Enzim aktivitesi standart deney kosullarinda 6l¢tildii.

3.2.5.4. Ham enzim aktivitesi iizerine pH'nin etkisi

Enzim aktivitesi lizerine pH’1n etkisini incelemek igin, standart deney ortaminin
pH’1 0.5 birimlik araliklarla pH 3.0-8.0 aralifinda ayarlandi. Tampon ¢dzeltileri
olarak pH 3.0-6.5 i¢in 50 mM Mcllvaine tamponu, pH 7.0-8.0 i¢in 50 mM
Sérensen fosfat tamponu kullanildi. Yiizde iki bugukluk ¢oziiniir stok nisastadan
tamponlarla uygun seyreltmeler yapilarak standart deney ortamina son



50

konsantrasyonu %0.5’lik olacak sekilde konuldu. Enzim aktivitesi standart deney
kosullarinda 6l¢iildii.

3.3.5.5. Enzimlerin elektroforetik olarak goriintiilenmesi

Funguslarin kiiltiir ortamindaki enzim fretiminin belirlenmesi igin PAGE
zimografisi yapildi (Martinez vd., 2000). Bu islem i¢in enzim aktivitesinin en
yliksek oldugu giin sonunda kiiltiir ortami Buhner hunisinde filtre kagidi
kullanilarak vakum altinda siiziildii ve siiziintii enzim kaynagi olarak kullanildi.
Zimografi i¢in kullanilan ¢ozeltiler ve jellerin hazirlanisi elektroforez ve zimografi
kisminda anlatildig1 gibi yapildi.

3.2.6. Fungusdan Genomik DNA izolasyonu

DNA izolasyonu igin taze kiiltiirler kullanildi. Agar yiizeyindeki misellerden steril
bistiiri yardimi ile yaklastk 1 cm?lik alan kesildi. Miseller steril mikrosantrifiij
tiipii igine alinarak, -20 °C’de bir saat bekletildi. Daha sonra miseller 55 °C’lik su
banyosunda 15-20 dk bekletilerek ¢oziildii. Dondurma-¢6zdiirme islemi en az 2
kez tekrarlandi. En son -20 °C’de dondurulan miseller steril pestil yardimi ile
ezildi. Misellerin iizerine 600 uL STE, 25 uL proteinaz K (25 mg/ml) ve 75 uL
SDS (%10) eklenerek 2 saat 55 °C’lik su banyosunda inkiibasyona birakildi.
Inkubasyon sonra tiiplere 1:1 fenol-kloroform izoamil alkol eklenerek 5 dk alt iist
edildi ve daha sonra 13.200 rpm’de 5 dk santrifiijlendi. Orneklerin iist faz1 steril
mikrosantrifiij tiipli i¢ine alinarak iizerlerine 1 mL %96’lik etanol eklendi ve 2-3
kez alt iist edildi. Daha sonra 20 dk, -20 °C’de bekletilen 6rnekler 13.200 rpm’de 5
dk santrifiij edildildikten sonra 37 °C’lik etiivde bekletilip etanol uzaklastirildi.
Son olarak mikrosantrifiij tiiplerine 100 uL steril distile su eklenerek bir gece 37
°C’lik etiivde bekletildi (Tran-Dinh vd., 1999).

3.2.6.1. izole edilen funguslarin molekiiler tanlanmasi

Tanilama iglemi igin internal transcribed spacer (ITS), PCR ile ¢ogaltild.
Kullanilan PCR karisimi Cizelge 3.3.°de verildi. Primer olarak ITS 1 (5°-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) ve ITS 4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATG-
3’) kullanilmistir. PCR kosullari; 94 °C’de 3 dk 6n denaturasyon sonrasinda, 35
dongiililk 94 °C’de 1 dk denaturasyon, 60 °C’de 1 dk primer baglanma, 72 °C’de 1
dk uzamayi igermektedir. Son adim 72 °C’de 5 dakikalik son uzamayi
icermektedir (Tran-Dinh vd., 1999).
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Cizelge 3.3. ITS bolgesini ¢ogaltmak i¢in kullanilan PCR karigimi

Reaktifler (konsantrasyon) Hacim
PCR buffer 10X 5uL
MgCl, (25 mM) 4 uL
dNTP (10 mM) 1 uL
Primer R (10 p/Mol) 2L
Primer F (10 p/Mol) 2 uL
Taq Polimeraz (5U/uL) 0.4 uL
DNA (100 ng/uL) 1 uL
Distile su 34.6 uL
Toplam hacim 50 uL

PCR iiriinlerinden 3 pL, yiikleme tamponundan da 3 pL aliarak %5 safe view
boya iceren %1.5’luk agaroz jele yiiklendi. DNA biiyiikliik standardi; 1 kb’lik
(Fermentas Gene Ruler TM) kullanildi. Jel elektroforezi 75 V, 45 dk yapildi. PCR
tirtinleri dizileme i¢in Macrogen (Giiney Kore) firmasma gonderildi. Dizileme her
ornek icin iki yonlii olarak yapildi. Oncelikle Clustal W progranu kullanilarak
hizalandi, ardindan BLAST programi kullanilarak tanist yapild.

3.2.7. Amilaz Aktivitesinin Kantitatif Tayini

Amilaz aktivitesi, 3,5-dinitrosalisilik asit (DNS) yontemi kullanilarak
spektrofotometrik olarak belirlendi (Bernfeld, 1955). Substrat olarak 0.45 um’ lik
filtreden gecirilen %1°lik ¢Oziiniir patates nisastasi kullanildi. Standart deney
ortaminin bilesenleri Cizelge 3.4’de, DNS ¢06zeltisinin bilesenleri Cizelge 3.5°da
verildi. Ornekler oda sicakligina getirildikten sonra 530 nm’de kére karsi
absorbanslar1 spektrofotometrede (Shimadzu UV-1700, Japonya) 6l¢iildii. Olusan
indirgeyici seker miktar1 standart maltoz egrisinden hesaplandi. Bir enzim {initesi
(IV), standart kosullarda 1 dk da ¢oziiniir patates nisastasindan 1 umol maltozun
serbestlenmesini saglayan enzim miktar1 olarak ifade edildi. Enzim aktivitesi ve

spesifik aktivite agsagida verilen formiillere gére hesaplandi.
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Voliim aktivite — _Maltoz (,uM _)xTotaI hzflcim _(mL) _ (U/ )
Inkiibasyon siiresi (d ) x Enzim miktar; (mL) /ML

.. Volum aktivite (U/mL) (
Spesifik aktivite = =(U . )
P mg protein/mL /ﬂg protein

Cizelge 3.4. Amilaz enzim aktivitesi i¢in standart deney bilesimi

Reaksiyon Bilesenleri Ornek Kor
%1’1ik Coziiniir patates nisastast 100 pL 100 pL
Enzim 100 pL

60 veya 70 °C 30 dk inkiibasyon

DNS 50 uL 50 uL
Enzim - 100 pL

Soguk su banyosunda 2 dk inkiibasyon

Kaynar su banyosunda 5 dk inkiibasyon

Soguk su banyosunda 3 dk inkiibasyon
Distile su | 500 pL 500 pL
530 nm de absorbans okunur

Cizelge 3.5. DNS ¢ozeltisinin bilesenleri

Kimyasal madde Miktar (g/L)
DNS 10

NaOH 16
C4H;0sKNa.4H,0 300

3.2.8. Maltoz Standart Grafigi ve Hazirlamsi

o-Amilazin nisastayr hidrolizleyerek olusturdugu rediiktor seker miktarin
saptamak i¢in 3,5-dinitrosalisilik asit (DNS) yontemi kullanildi (Bernfeld, 1955).
DNS yontemi, rediiktor sekerlerin serbest karbonil gruplarinin varligini test etmek
icin kullanilir. Bu yontemin prensibi, fonksiyonel aldehit (glukoz) ve keton
(fruktoz) gruplarinin oksidasyonuna dayanir. Serbest aldehit veya keton grubuna
sahip sekerler alkali kosullar altinda 3,5-dinitrosalisilik asiti, 3-amino-5-

nitrosalisilik aside indirgeyerek renk (kirmizi-kahverengi) olusumuna neden olur.



53

Rediiktor seker miktarini saptamak i¢in maltozun farkli konsantrasyonlardaki (50,
100, 250, 500, 1000, 1500, 2000, 2500 ve 3000 uM) ¢ozeltileri hazirlandi.
Rediiktor seker miktarr, DNS metodu ile spektrofotometrik olarak 6l¢iildi. Daha
sonra, konsantrasyona kars1 absorbans grafigi ¢izildi (Sekil 3.1). Konsantrasyonu
bilinmeyen Ornegin rediiktér seker miktar1 elde edilen dogrunun denklemi
kullanilarak hesaplandi. Dogrunun denklemi y = 0.0002x + 0.0205, regresyon
katsayis1 R? = 0.995°dir. Deney ortaminin bilesenleri Cizelge 3.6’da verildi.
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y=0,0002x +0,0205
R?=0,995
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1

Absorbans (0D530)
o o
T kS

o
=
1

0 1000 2000 3000 4000

o
o

Maltoz Konsantrasyonu (umol/mL)

Sekil 3.1. Standart maltoz grafigi

Cizelge 3.6. Rediiktor seker miktarmin 6lgiimii

Reaksiyon bilesenleri Ornek Kor

Maltoz 200 uL -

DNS 50 uL 50 uL

Distile su - 200 uL

Soguk su banyosunda inkiibasyon 2 dk

Kaynar su banyosunda inkiibasyon 5dk

Soguk su banyosunda inkiibasyon 3dk

Distile su 500 pL 500 pL
530 nm dalga boyunda absorbans okunur

3.2.9. Kiiltiir Ortaminin Rediiktor Seker Tayini

Kiiltlir ortaminin giinliik siiziintlisiindeki rediiktor seker miktarinin degisimi DNS
metoduna gore Olgiildii. Deney ortaminin bilesenleri Cizelge 3.7°de verildi.
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Cizelge 3.7. Kiiltiir ortaminin rediiktdr seker miktarinin tayini

Reaksiyon Bilesenleri Ornek Kor

Distile su 100 puL 200 pL
Kiiltiir ortamu siiziintiisii 100 pL

DNS 50 uL 50 pL
Soguk su banyosunda inkiibasyon 2 dk

Kaynar su banyosunda inkiibasyon 5dk

Soguk su banyosunda inkiibasyon 3dk

Distile su 500 pL 500 pL

530 nm dalga boyunda absorbans okunur

3.2.10. Protein Tayini

Calisma boyunca protein tayinleri Bradford yontemi kullanilarak yapildi
(Bradford, 1976). Bradford yéntemi Coomassie Brillant Blue G-250 boyasinin,
proteinlerin asidik ve bazik gruplariyla etkileserek renk olusturmasi esasina
dayanir. Coomassie Brillant Blue G-250 negatif yiikliidiir, bu durumda kirmizi
renklidir ve 465 nm’de maksimum absorbans verir. Boya proteindeki pozitif yiiklii
gruplara baglandiginda mavi renk alir ve 595 nm’de maksimum absorbans verir.
Bu yontemde renk olusumu 2 dakika sonra gergeklesir ve 1 saat stabil kalir.
Bradford yontemine gore protein tayini yapilirken kullamilan c¢ozeltiler ve
standartlar asagida verildigi gibi hazirlandi.

3.2.10.1. Coomassie Brillant Blue G-250 ¢ozeltisinin hazirlanisi

Coomassie Brillant Blue G-250’nin 100 mg’1, 50 mL %95°1ik etil alkolde ¢oziildii.
Cozelti 100 mL %85’lik fosforik asitle karistirildi ve hacmi ultra saf suile 1 L’ye
tamamlandi. Hazirlanan boya ¢0zeltisi ¢oziinmeyen boya kalintilarim

uzaklagtirmak i¢in filtre kagidindan siiziildi.

3.2.10.2 Protein standart grafiginin hazirlanisi

Protein standardi olarak sigir serum albumini (BSA) kullanildi. BSA’nin 1
mg/mL’lik standart ¢6zeltisi kullanildi. Standart ¢ozeltiler bu stoktan 5-200 pg/mL
ve 1-10 pg/mL olacak sekilde, %0.9 NaCl ¢ozeltisi ile seyreltilerek hazirlandi.
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Hazirlanan standart ¢ozeltilerden makro protein standarti igin (5-200 pg/mL)
tiiplere 50’er pL aktarilip, kore ise 50 pL ultra saf su eklendi. Biitiin tiiplere 2.5er
mL hazirlanan Coomassie Brillant Blue G-250 c¢ozeltisinden eklendi ve
karistirildi. Bes dakika sonra standartlar 595 nm dalga boyunda kére karsi okundu
ve makro protein standart grafigi konsantrasyona karsi absorbans grafigi, linear
regresyon analiziyle ¢izildi. Bilinmeyen ornegin protein konsantrasyonu, bu
standart grafigin ¢iziminden (Sekil 3.2) elde edilen denklemin formiiliinden
hesaplandi. Grafigin formiili y = 0.001x + 0.0101, regresyon katsayist R? =
0.9814diir.

0,25
= 02 - L4
[<)]
n
[a)
© 0,15 -
@ y=0,001x+0,0101
B 0,1 - R2=0,9814
S
2 0,05 -
0 @ T T T T 1
0 50 100 150 200 250
Protein konsantrasyonu (5-200pg)

Sekil 3.2. Makro protein standart grafigi (5-200 pg)

Hazirlanan standart ¢6zeltilerden mikro protein standarti i¢in (1-10 pg/mL) tiiplere
100’er L aktarilip, kore ise 100 uL ultra saf su eklendi. Biitiin tiiplere 1’er mL
hazirlanan Coomassie Brillant Blue G-250 ¢ozeltisinden eklendi ve karistirildi.
Bes dakika sonra standartlar 595 nm dalga boyunda kore karsi okundu ve mikro
protein standart grafigi konsantrasyona karsi absorbans grafigi, linear regresyon
analiziyle ¢izildi. Bilinmeyen 6rnegin protein konsantrasyonu, bu standart grafigin
ciziminden (Sekil 3.3) elde edilen denklemin formiiliinden hesaplandi. Grafigin
formiilii y = 0.0083x + 0.0221, regresyon katsayist R? = 0.9881°dir.
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Sekil 3.3. Mikro protein standart grafigi (1-10 pg)

3.3. Aspergillus fumigatus HBF125’in Amilaz Uretimi Uzerine Kiiltiir
Kosullarinin Etkisi

3.3.1. Amilaz Uretimi Uzerine Sicakligin Etkisi

Amilaz iiretimi lizerine sicakligin etkisini incelemek i¢in HBF125 susu pH 5.0’¢
ayarlanan amilaz kiiltiir ortaminda 100 rpm/dk’da, farkli sicakliklarda (20, 30, 35,
40, 45, 50, 55 ve 60 °C) 4-10 giin boyunca inkiibe edildi. Kiiltlirden her giin 1.0
mL Ornek alinarak enzim aktivitesi, rediiktor seker miktari ve protein miktari
belirlendi. Inkiibasyon sonunda son pH &l¢iildii ve kiiltiir ortami Buhner hunisinde
filtre kagidi kullanilarak vakum altinda siiziildii. Filtre kagidinda kalan miseller
distile su ile yikand1 ve 100 °C’daki etiivde 24 saat kurutuldu. Daha sonra hassas
terazide agirhigr Olciildii ve filtre kdgidinin darasi ¢ikarilarak biyokiitlesi (g/100
mL) hesaplandi. Diger denemelerde ortam sicaklifi optimum enzim {iretim

sicakligina ayarlandi.
3.3.2. Amilaz Uretimi Uzerine Ortam pH’sinin EtKkisi

Enzim {retimi iizerine pH’nin etkisini incelemek i¢in amilaz kiiltlir ortam
optimum sicaklikta farkli pH'lara (pH 2.0-10.0) ayarlanarak, HBF125 susu bu
kosullarda 35 °C de, 100 rpm/dk’da 5-6 giin boyunca inkiibe edildi. Kiiltiirden her
giin 1.0 mL 6rnek aliarak enzim aktivitesi, rediiktor seker miktar1 ve protein
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miktar1 belirlendi. Altinci giin sonunda son pH 6lciildii. Inkiibasyon sonunda
kiiltiir ortamlar1 darasi 6l¢tilmiis filtre kagidi kullanilarak Buhner hunisinde vakum
altinda siiziildi. Filtre kagidinda kalan miseller distile su ile yikandi ve 100
°C’daki etiivde 24 saat kurutuldu. Daha sonra hassas terazide agirhigi dlglildii ve
filtre k&gidinin darasi c¢ikarilarak biyokiitlesi (g/100 mL) hesaplandi. Diger

denemelerde ortam pH’s1 optimum enzim tiiretim pH’sina ayarlandi.
3.3.3. Amilaz Uretimi Uzerine Inokulum Yasimn Etkisi

Enzim {iretimi {izerine inokulum yasinin etkisini incelemek i¢in daha once
saptanan optimum kosullardaki amilaz kiiltlir ortamina farkli yaglarda (5, 7, 10
giin) HBF125 susu inokule edildi ve optimum kosullarda 35 °C de, pH 5.0 da, 100
rpm/dk’da 4 giin boyunca inkiibe edildi. Kiiltiirden her giin 1.0 mL 6rnek alinarak
enzim aktivitesi, rediiktér seker miktar1 ve protein miktar1 belirlendi. Besinci giin
sonunda son pH &lciildii. Inkiibasyon sonunda kiiltiir ortamlar1 daras1 dl¢iilmiis
filtre kagidi kullanilarak Buhner hunisinde vakum altinda siiziildii. Filtre kdgidinda
kalan miseller distile su ile yikandi1 ve 100 °C’deki etiivde 24 saat kurutuldu. Daha
sonra hassas terazide agirligi Olglldi ve filtre kagidinin darasi ¢ikarilarak
biyokiitlesi (g/100 mL) hesaplandi. Diger denemelerde inokulum yasi, optimum
inokulum yasi olarak ayarlandi.

3.3.4. Amilaz Uretimi Uzerine inokulum Miktarimin Etkisi

Amilaz {iretimi {izerine inokulum miktarmin etkisini incelemek i¢in daha 6nce
saptanan optimum kosullardaki amilaz kiiltiir ortamina farkli oranlarda (%0.5, 1,
5,10, 15, 20) HBF125 susu inokule edilerek, optimum kosullarda 35 °C de, pH 5.0
da, 100 rpm/dk’da 4-6 giin boyunca inkiibe edildi. Kiiltiirden her giin 1.0 mL
ornek almarak enzim aktivitesi, rediiktor seker miktar1 ve protein miktar
belirlendi. Altinct giin sonunda son pH olgiildii. Altinct giin sonunda kiiltiir
ortamlar1 darasi Ol¢iilmiis filtre kagidi kullanilarak Buhner hunisinde vakum
altinda siiziildii. Filtre kagidinda kalan miseller distile su ile yikandi ve 100
°C’deki etiivde 24 saat kurutuldu. Daha sonra hassas terazide agirhigi dlgtildi ve
filtre kdgidinin daras1 ¢ikarilarak biyokiitlesi (g/100 mL) hesaplandi. Diger
denemelerde inokulum hacmi, optimum inokulum miktari olarak ayarlandi.
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3.3.5. Amilaz Uretimi Uzerine Farklh Karbon Kaynaklarinin Etkisi

Enzim {iretimi {izerine karbon kaynaklarinin etkisini incelemek i¢in daha 6nce
saptanan optimum kosullardaki amilaz kiiltiir ortamina ticari olarak satin alinan
karbon kaynaklari %2 oraninda ilave edildi. Ruseym, musir nisastas1 (Katsan),
bugday nisastas1 (Katsan), piring unu (Dr.Oetker), kepek, galeta unu (Bagdat),
irmik (Gonca), melas, zeytin atik suyu ticari olarak satin alindi ve kontrol grubu
olarak da ¢Oziiniir patates nisastasi kullanildi. HBF125 susu optimum kosullarda
35 °C de, 100 rpm/dk’da 2-4 giin boyunca inkiibe edildi. Kiiltiirden her giin 1.0
mL o6rnek alinarak enzim aktivitesi, rediiktor seker miktar1 ve protein miktar
belirlendi. inkiibasyon sonunda kiiltiir ortamlar1 darasi Olciilmiis filtre kagidi
kullanilarak Buhner hunisinde vakum altinda siiziildii ve son pH o6lciildii. Filtre
kagidinda kalan miseller distile su ile yikandi ve 100 °C’deki etiivde 24 saat
kurutuldu. Daha sonra hassas terazide agirhigi ol¢iildii ve filtre kagidinin darasi
cikarilarak biyokiitlesi (g/100 mL) hesaplandi. Bu asamada saptanan en iyi karbon
kaynagi diger deneylerde optimum karbon kaynagi olarak belirlendi.

3.3.5.1. Amilaz iiretimi iizerine en iyi karbon kaynagi oraninin belirlenmesi

Enzim {iretimi iizerine en iyi karbon kaynagi oraninin belirlenmesi i¢cin daha 6nce
saptanan optimum sartlardaki amilaz kiiltlir ortamina %1,1.5, 2, 2.5, 3 oraninda
kepek ilave edildi ve HBF125 susu optimum kosullarda 35 °C de, 100 rpm/dk’da
2-4 giin boyunca inkiibe edildi. Kiiltiirden her giin 1.0 mL 6rnek alinarak enzim
aktivitesi, rediiktor seker miktar1 ve protein miktar1 belirlendi. Besinci giin
sonunda son pH &lgiildii. Inkiibasyon sonunda kiiltiir ortamlar1 daras1 Slgiilmiis
filtre kagidi kullanilarak Buhner hunisinde vakum altinda siiziildii. Filtre kdgidinda
kalan miseller distile su ile yikand1 ve 100 °C’deki etiivde 24 saat kurutuldu. Daha
sonra hassas terazide agirligir oOlgiildii ve filtre kdgidinin darasi ¢ikarilarak
biyokiitlesi (g/100 mL) hesaplandi. Bu asamada saptanan en iyi karbon kaynagi
orani diger deneylerde optimum karbon kaynagi olarak kullanild.

3.3.6. Amilaz Uretimi Uzerine Farkh Azot Kaynaklarinin Etkisi

Enzim iiretimi {lizerine azot kaynaklarmin etkisini incelemek icin daha Once
saptanan optimum kosullardaki amilaz kiiltiir ortamina ticari olarak satin alinan ve
analitik safliktaki azot kaynaklar1 %1 oraninda ilave edildi. Pepton, sodyum nitrat
analitik saflikta, peynir alti1 suyu, siit tozu (VIP marka) ticari olarak satin alindi ve
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kontrol grubu olarak da azot igermeyen kiiltlir ortami kullanildi. HBF125 susu
optimum kosullarda 35 °C de, 100 rpm/dk’da 2-4 giin boyunca inkiibe edildi.
Kiiltiirden her giin 1.0 mL 6rnek alinarak enzim aktivitesi, rediiktor seker miktar
ve protein miktar1 belirlendi. Inkiibasyon sonunda kiiltiir ortamlari daras: 6l¢iilmiis
filtre kadgidi kullanilarak Buhner hunisinde vakum altinda siiziildi ve son pH
0lciildi. Filtre kagidinda kalan miseller distile su ile yikandi ve 100 °C’deki etiivde
24 saat kurutuldu. Daha sonra hassas terazide agirligr olgiildii ve filtre kagidinin
darasi cikarilarak biyokiitlesi (g/100 mL) hesaplandi. Bu asamada saptanan en iyi
azot kaynag diger deneylerde optimum azot kaynagi olarak belirlendi.

3.3.7. A. fumigatus HBF125’in Biiyiime Egrisi ve Enzim Uretimi

Optimum ortam kosullarinda A. fumigatus HBF125’in biiyiime egrisini saptamak
icin 100 mL kiiltiir ortami igeren 18 adet 500 mL’lik erlen kullanildi. Alt1 giin
boyunca erlenlerden 3’er tanesi, 24 saatlik periyotlar da darasi olgiilmiis filtre
kagidi kullanilarak Buhner hunisinde vakum altinda siiziildii. Filtre kdgidinda
kalan miseller distile su ile yikandi1 ve 100 °C’deki etiivde 24 saat kurutuldu. Daha
sonra hassas terazide agirligi oOlgildi ve filtre kdgidinin darasi ¢ikarilarak
biyokiitlesi (g/100 mL) hesaplandi. Ayrica kiiltlir siiziintiisiiniin giinliik pH,
rediiktor seker, proteaz ve enzim aktivite 6lgtimleri yapildi. Siiziilen enzim uygun
kaplara alinarak, kullanilincaya kadar -20 °C de saklanda.

3.3.7.1. Kiiltiir ortamina salinan enzim iiretiminin elektroforetik olarak
izlenmesi

A. fumigatus HBFI125 tarafindan iretilen ve kiiltir ortaminda kepegin
hidrolizinden sorumlu amilazi gériintiilemek i¢in, Laemmli yontemine (Laemmli,
1970) gore hazirlanan %7.5’luk PAGE (Bio-Rad, Mini-PROTEAN, ABD)
kullanilarak zimografi (Martinez vd., 2000) yapildi. Bu iglem i¢in, 500 mL’lik alt1
erlene 100 mL amilaz iiretim ortami eklendi. Daha sonra, 10® spor/mL ortama
inokiile edildi. Kiltiir ortami ¢alkalamali su banyosunda 35 °C’da, 100 rpm, 6 giin
inkiibasyona birakildi. Giinliik olarak kiiltiir ortamu siiziildiikten sonra %7.5’luk
PAGE jele uygulanarak zimografi yapildi. Zimografi i¢in kullanilan ¢ozeltiler ve
jellerin hazirlanisi elektroforez ve zimografi kisminda anlatildigi gibi yapildi.
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3.3.7.2. Proteaz aktivitesinin dl¢limii

Kiiltiir ortaminda proteaz tiretimini takip etmek igin Brock vd. (1982) yontemi
kullanilarak spektrofotometrik olarak belirlendi. Substrat olarak 90.5’lik
azokazein kullanildi. Standart deney ortaminin bilesenleri Cizelge 3.8’de verildi.
Enzim tinitesi; standart deney sartlar1 altinda 450 nm de dakikada 0.01 nm’lik

degisime neden olan enzim miktaridir.

Cizelge 3.8. Proteaz standart deney ortami bilesenleri

Reaksiyon Bilesenleri Ornek Kor
%0.5 lik Azokazein 500 uL | 500 pL
Enzim 500 uL -
Distile su - 500 uL
Inkiibasyon (70 °C) 15 dk
%1.5 TCA (Trikloroasetik asit) | 500 uL | 500 uL
Inkiibasyon (buzlu ortam) 15 dk

13.000 rpm 10 dk santrifiij
450 nm dalga boyunda absorbans okunur

3.3.7.3. Amilazin proteolitik hidrolizinin saptanmasi

A. fumigatus HBF125 amilazin kiiltiiriin hangi giiniinden itibaren iiretilmeye
baglandigini, enzimin tek bir gen {iriinii mii yoksa ortamdaki proteolitik enzimler
tarafindan alt birimlere ayrilip ayrilmadigini saptamak igin birinci ve lgiinci
giinliik kiiltiir ortamlan siiziildiikten sonra %85‘lik amonyum stilfat ile bir gece 4
°C’de yavasca karistirilarak bekletildi. Siire sonunda kiiltiir ortamlar1 4 °C 10.000
g’de 30 dakika santrifiij edildi. Proteaz aktivitesi yiiksek olan ii¢ gilinlik kiiltiir
ortami, nigasta afinite kolon kromatografi metodu ile kismi olarak saflagtirildi. Bu
metot ile amilaz ve proteazin birbirinden ayrilmasi saglandi. Birinci giin elde
edilen kiiltir ortami ile kismi olarak saflastirilan proteaz enzimi, 35 °C* de 1:1
oraninda karistirtlarak 1, 2, 4 ve 24 saat inkiibe edildi. inkﬁbasyon sonunda
ornekler %7.5’luk PAGE jele uygulanarak zimografi yapildi. Zimografi i¢in
kullanilan ¢ozeltiler ve jellerin hazirlanisi elektroforez ve zimografi kisminda

anlatildig1 gibi yapildi.
3.3.8. Ham Nisasta Adsorpsiyonu

Amilazin nisastaya adsorpsiyon oranimi belirlemek i¢in ¢dziiniir olmayan misir

nigastasi, piring nisastas1 ve bugday nisastasi kullanildi. Bu islem i¢in 2 g nigasta
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50 mM pH 7.0 Serensen fosfat tamponunda ¢6ziiniir nisastay1 uzaklastirmak igin
yikandi. Nisasta-tampon karistmi 3000 x g de 10 dk santrifiijlendi. Ust sivi
dokiilerek nisasta kullanilincaya kadar 4 °C da saklandi. Nisasta ve 10 mL ham
enzim buzlu ortamda ayr1 ayr1 20 dk bekletildi. Daha sonra enzim ve nisasta
ornekleri karistirilarak 2 saat boyunca 4 °C da manyetik karistiricida inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda enzim nisasta karisimi 2500 x g’de 10 dk sanrifiij edildikten
sonra siipernatantda enzim aktivitesi standart deney kosullarinda o6l¢iildii.
Adsorpsiyon orani asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi (Morita ve Fujio,
2000).
(O-R)
AO(%)=——x100
O
AO= Adsorpsiyon orani

O= Baslangi¢ enzim aktivitesi

R= Geride kalan enzim aktivitesi

3.3.9. Amilazin Saflastirilmasi

A. fumigatus HBF125’in kiiltiir kosullarmmin optimizasyonu yapildiktan sonra
saflagtirma islemlerine gecildi. Optimum kosullarda enzim {iretimi yapilarak
belirlenen optimum giinde (2. giin) kiiltiir ortamu siiziildii. Siiziinti “ham ekstrakt”

olarak adlandirildi ve enzim kaynag1 olarak kullanildi.

Saflagtirmada ilk adim olarak amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapildi, daha sonra
ultrafiltrasyon ve nisasta afinite kolon kromatografisi uygulandi. Aksi
belirtilmedikge tiim saflagtirma adimlar1 4 °C’de yapildi.

Saflagtirma boyunca elde edilen fraksiyonlarda aktivite ve protein tayinleri
belirlenen standart kosullarda yapildi. Ham ekstrakt olan ekstraseliiler sivinin
saflastirma katsayis1 1 kabul edilerek ve diger fraksiyonlarin 6zgiil aktiviteleri ham
ekstrakt spesifik aktivitesine oranlanarak saflagtirma katsayilari hesaplandi.
Fraksiyonlarin yiizde verimlerini belirlemek i¢in ham ekstrat verimi 100 olarak
kabul edilerek ve fraksiyonlarin total aktivitesi ham ekstrakt total aktivitesine
oranlanarak ytizde verimleri hesaplandi. Elde edilen veriler saflastirma gizelgesi
olusturularak 6zetlendi.
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3.3.9.1. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi

Saflastirmanin ilk adimlarinda daha ¢ok deristirmeye yonelik teknikler kullanilir.
Enzim saflastirmada en ¢ok kullanmlan tekniklerden biri, yiiksek tuz
konsantrasyonlarinda ¢oktlirmedir. Proteinlerin su igerisindeki ¢oziiniirliikleri cok
azdir. Ortama bir miktar notral tuz (NaCl ve (NH,),SO, gibi) ilave edildiginde
(diistik iyonik kuvvet) proteinlerin yiizeyinde veya i¢ kisimlarinda bulunan
hidrofilik gruplarin su ile etkilesim derecesi artar. Bu durumda proteinlerin
¢oziiniirliikleri de artar. Bu olaya “salting in” denir. Protein ¢ozeltisine ¢ok
miktarda nétral tuz ilave edildiginde, proteinlerin genellikle i¢ kisimlarinda yer
alan hidrofobik gruplar etrafindaki su molekiilleri tuz iyonlar1 tarafindan
uzaklastirilir. Bu durumda hidrofobik gruplarin birbirleri ile olan etkilesimleri
artar ve proteinler ¢okerler. Bu olaya ise “salting out” denir. Protein ¢ozeltisinde
hidrofobik alanlar biiyiik ve daha fazla olan proteinler, hidrofobik alanlan kii¢iik
ve daha az olanlarinkine gore daha cabuk birbirleri ile etkileserek c¢okerler.
Boylece proteinlerin fraksiyonlanmasi saglanmis olur (Metin vd., 2007).

Kiiltiir ortamu siiziildiikten sonra elde edilen ham ekstrakt amonyum siilfat
coktliirme denemeleri icin kullanildi. Ham ekstrakt i¢in ayr1 ayr1 %0-20, %20-40,
%40-60, %60-80 ve %80-100 araliklarin da 4 °C da doymus amonyum siilfat
eklenerek ¢oktiirme islemleri yapildi. Ilk &nce ham ekstrakta %20
konsantrasyonlarda amonyum siilfat eklenerek 4 °C da 2 saat manyetik
karigtiricida yavas yavas karistirilarak inkiibe edildi. Siire sonunda ¢6zelti 10000 x
g de 30 dk santrifiijlendi. Stipernatant ve pellet birbirinden ayrildi. Pellet 20 mM,
pH 7.0, 4 °C Tris-HCI tamponunda ¢6ziildii ve diyaliz isleminden sonra aktivite ve
protein tayini yapildi. Siipernatanta sirastyla diger konsantrasyonlarda amonyum
stilfat eklenerek isleme devam edildi. Biitiin fraksiyonlar i¢cin asagida anlatildig
gibi diyaliz yapildi. Diyaliz isleminden sonra aktivite ve protein tayini yapild.
Biitiin fraksiyonlar i¢in spesifik aktivite, saflastirma katsayist ve yilizde verim
hesapland.

3.3.9.2. Diyaliz

Diyaliz yontemi, iyonik olan ve olmayan tiim kiigiik molekiilleri uzaklagtirmak
igin basit, ucuz ve etkin bir yontemdir. Genellikle ¢ozeltilerdeki tuzlar1 ve diger
kiiciik molekiilleri ortamdan uzaklastirmakta kullanilir. Ayrica biyolojik
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molekiillere zayif bir sekilde bagli olan kiigiik iyonlar1 ve molekiilleri de bu
yontemle ortamdan uzaklastirmak miimkiindiir (Metin, 2007).

Swrasiyla %0-20, %20-40, %40-60, %60-80 ve %80-100 amonyum  siilfat
¢oktiirmesi sonucu elde edilen pellet uygun hacimde 20 mM, pH 7.0, 4 °C Tris-
HCI tamponunda ¢6ziildii. Daha sonra yar1 gecirgen bir membrandan olusan
diyaliz torbas1 (Selilloz membran, Sigma-Aldrich, MWCO-Molecular Weight Cut
Off 12.000 Da, 25 mm x 16mm) uygun uzunlukta kesildi. Tek tip goézenek
biiyiikliigli saglamak ve agir metal artiklarini gidermek i¢in 6n islemden gecirildi
(Cizelge 3.9). Diyaliz torbasina 6rnek aktarildi ve her iki ucu klipsler yardimiyla
kapatildi. Daha sonra pelletlerin ¢oziildiigii ve iginde 10 mM CaCl bulunan ayni
tampona kars1 24 saat siireyle 2 defa degistirilerek (toplam 1200 mL) diyaliz
edildi. Diyaliz igslemi manyetik karigtirici lizerinde 4 °C’ de gergeklestirildi.

Cizelge 3.9. Diyaliz torbasinin 6n iglemden gecirilmesi

1 %0.3” liikk sodyum siilfit ¢ozeltisinde 80 °C’ de 1 dakika bekletilir.
2 Sicak su (60 °C) ile 2 dakika yikanir.

3 %0.2” lik siilfiirik asitte 1 dakika bekletilir.

4 Sicak su (60 °C) ile 2 dakika yikanir.

3.3.9.3. Ultrafiltrasyon

Kiiltlir ortamu siizlintiistinden (420 mL) enzimi hem kismi olarak saflasgtirmak hem
de konsantre etmek igin ultrafiltrasyon yapildi. Sizinti 10.000 MWCO
ultrafiltrasyon membran1 igeren Vivacell 250 ultrafiltrasyon kabina (Sartorius,
Almanya) aktarildi. Azot gazi ile 4 bar basing uygulayarak inkiibatorde 10 °C da,
100 rpm’lik hizda galkalanarak konsantre edildi.

3.3.9.4. Nisasta affinite kolon kromatografisi

Saflastirma i¢in Mendu vd. (2005) nisasta affinite kromatografi metodunda kismi
degisiklikler yapilarak kullanildi. Bu islem sirasinda 8 g misir nisastast 50 mL 20
mM pH 7.0, 4 °C Tris-HCI tamponunda oda sicakliginda manyetik karigtiricida 30
dk karistirilarak sigsmesi saglandi. Daha sonra manyetik karistirici kapatilarak
nisastanin ¢okmesi beklendi ve iist sivi dokiildii. Nisasta lizerine tampon eklenerek
manyetik karigtiricida, vakum altinda havasi alindi. Daha sonra nisasta tampon
karigimi homojen bir sekilde kolona (Bio-Rad, 1.5 cm x 10 c¢m) yiiklendi. Kolon,
peristaltik pompa (ATTO AC-2110, Japonya) yardimiyla belli bir akis hizinda 4
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°C de 20 mM pH 7.0 Tris-HCI tamponu ile yikandi. Boylece kolonunun hem
tampon ile dengeye gelmesi saglandi, hem de c¢oziiniir nisastanin kolondan
uzaklagtirilmas1 saglandi. Ultrafiltrasyon ile konsantre edilen ham enzim kolona
yiiklendi. Kolon, 60 mL/saat akis hizinda, 20 mM Tris-HCI tamponu ile yikanarak
istenmeyen proteinlerin uzaklastirilmasi i¢in yikandi. Protein ¢ikist 280 nm’deki
absorbans degerleri Olgiilerek izlendi. Kolonda protein ¢ikisi gozlenmediginde
kolon oda sicakligina alindi. Nisastaya bagh amilazi uzaklastirmak i¢in, 20 mM
pH 7.0 Tris-HCI tamponunda taze olarak hazirlanan dekstrin ile %0-1"lik linear
gradient yapildi. Kolonda c¢ikan her fraksiyonda protein, proteaz ve enzim
aktivitesi Olgiildii. Aktivitesi yiiksek olan fraksiyonlar birlestirilerek dekstrinin
uzaklastirilmast icin diyaliz edildi. Diyaliz isleminden sonra aktivite ve protein
tayini yapildi. Son olarak fraksiyonlar enzimin safligimin kontrolii, ayrimin
gergeklesip gerceklesmedigini ve molekiil agirliginin tayin i¢in poliakrilamit jel
elektroforezi (PAGE) ve sodyum dodesil siilfat poliakrilamit jel elektroforezi
(SDS-PAGE) ile zimografi yapilarak goriintiilendi. Her saflastirma isleminden
once kolon taze olarak hazirlandi.

3.3.10. Elektroforez ve Zimografi
3.3.10.1. Amilazin molekiil agirhgmn belirlenmesi

Saflagtirma boyunca elde edilen fraksiyonlarin safligin1 ve enzimin molekiiler
agirhigt Laemmli yontemine (1970) gore PAGE (poliakrilamit jel elektroforezi) ve
SDS-PAGE (sodyum dodesil siilfat-poliakrilamit jel elektroforezi) ile tayin edildi.
Standart olarak domuz miyozini (200.000 Da), E. coli’den p-galaktozidaz
(116.000 Da), tavsan kasindan fosforilaz B (97.400 Da), sigir albumini (66.000
Da), yumurta albumini (45.000 Da) ve sigir eritrositinden karbonik anhidraz
(29.000 Da) kullanildi. Enzimin goriintilenmesi igin PAGE ve SDS-PAGE
kullanilarak zimografi (Martinez vd., 2000) yapildi. SDS-PAGE ve PAGE
zimografi elektroforezi, asagida anlatildig: gibi gibi gergeklestirildi.

3.3.10.2. PAGE ve SDS-PAGE icin gerekli Cozeltiler

Yiizde 30’luk akrilamid/N N'-metilenbisakrilamid stok c¢ozeltisi: 30 ¢
akrilamid ve 0.8 g N,N'-metilenbisakrilamid 100 mL deiyonize suda ¢oziildi.
Hazirlanan ¢6zelti koyu renkli sisede ve 4 °C’ de saklandi.
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Ayirma tamponu (separating tamponu): 1.5 M Tris-HCI hazirlandiktan sonra,
HCI kullanilarak pH’1 8.8’e ayarlandi ve oda sicakliginda saklandi.

Yogunlastirma tamponu (Stacking tamponu): 0.5 M Tris-HCI hazirlandiktan
sonra pH’1 6.8’¢ HCl ile ayarlandi ve oda sicakliginda saklandi.

Amonyum persiilfat: %10’luk amonyum persiilfat ultra saf su igerisinde taze
olarak hazirlandi.

Sodyum dodesil siilfat (SDS): %10’luk SDS ultra saf su igerisinde yavas yavas
karistirilarak hazirlandi.

Ornek tamponu: 0.6 M Tris-baz (pH 6.8) 5 mL, SDS 0.5 g, sukroz 5.0 g, B-
merkaptoetanol’den 0.25 mL ve %0.5’lik stok brom fenol mavisi ¢ozeltisinden 5
mL alinarak karistirildi ve hacmi ultra saf su ile 50 mL’ye tamamlandi. PAGE ig¢in
hazirlanan yiikleme tamponunda SDS ve B-merkaptoetanol kullanilmadi. Ornek
tamponu kullanilincaya kadar oda sicakliginda saklandi. B-merkaptoetanol’iin
etkisi zamanla kayboldugundan gerektigi zaman hazirlanan tampona ayni oranda
ilave edildi.

Elektroforez tamponu (Yiiriitme tamponu): 3 g Tris-baz ve 14.4 g glisinve 1 ¢
SDS karistirilarak hacmi ultra saf su ile 1 L’ye tamamlanarak pH’1 8.3’e ayarlandi.
PAGE igin hazirlanan elektrot tamponunda SDS kullanildi. Hazirlanan tampon
kullanilincaya kadar 4 °C’de saklandi. Tampon 2-3 kez kullanildiktan sonra
yenilendi.

Coomassie Blue G-250 Cozeltisi: Commasie blue boyadan 100 mg, 6nce 200 mL
metanol (%50) ig¢inde ¢o6ziildii, daha sonra 35 mL asetik asit (%10) ilave edilerek,
ultra saf su ile 500 mL’ye tamamlandi.

%?2’lik ¢oziiniir nisasta ¢ozeltisi: Coziiniir patates nisastasindan 2 g tartildi ve
deiyonize distile su igerisinde mikrodalga firinda tamamen ¢oziiniinceye kadar
1sitildi. Sogudukan sonra 0.45 um’lik enjektor filresinden gegirildi.

Yikama Cozeltisi: %10 metanol ve %7 asetik asit ¢ozeltisinden olusmaktadir.

Jelin Hazirlamisi: Protein kontaminasyonunu ve her tiirlii kirliligi 6nlemek igin

biitiin iglemler eldiven giyilerek yapildi. Elektroforez camlar1 %70’lik etanolle
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iyice temizlendikten sonra jelin sizmasini 6nlemek i¢in standina yerlestirildi. Cam
levhalar arasinda sizinti olup olmadigi kontrol edildikten sonra, hava kabarcigi
kalmayacak sekilde gazi alinmug %7.5°lik ayirma jeli, TEMED ve amonyum
persiilfat ilave edildikten sonra karistirildi. Hazirlanan jel mini elektroforez (Bio-
Rad, Mini-PROTEAN, ABD) cam levhalar arasina dokiildii. Ayirma jelinin icerigi
Cizelge 3.10° da verildi.

Jelin havayla temasimi kesmek icin, tizeri %70’lik etanolle kapatildi ve jelin
polimerlesmesi icin 1 saat bekletildi. Siire sonunda ayirma jelinin iizerindeki alkol
kurutma kagidi ile jele temas etmeden yavas yavas alindi ve iizerine %4’ lik
yogunlastirma jeli dokiildi. Tarak, jelle arasinda hava kabarcigi kalmamasina ve
ayirma jeline degmemesine dikkat edilerek jele yerlestirildi ve polimerlesmesi i¢in
1-2 saat beklendi. Yogunlastirma jelinin icerigi Cizelge 3.11’de verildi.

Cizelge 3.10. Ayirma jelinin (%7.5) icerigi

Jelin Icerigi Miktar (mL)
Distile su 2.046
Ayirma tamponu (pH 8.8) 1.00
%30’luk akrilamid/N,N’-metilenbisakrilamid 1.249

%2’lik ¢oziiniir nigasta 0.625

%10’ luk SDS (SDS-PAGE igin) 0.050
%10’luk amonyum persiilfat 0.025
TEMED 0.00175

Cizelge 3.11. Yogunlastirma jelinin (%4) icerigi

Jelin Icerigi Miktar (mL)
Distile su 1.875
Yogunlastirma tamponu (pH 8.8) 0.25
%30’luk akrilamid/ N,N’-metilenbisakrilamid 0.3375

%10’ luk SDS (SDS-PAGE igin) 0.025
%10’luk amonyum persiilfat 0.0125
TEMED 0.0035
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3.3.10.3. Orneklerin hazirlanisi ve jele uygulams

Jele uygulanacak Ornekler ve standart, 6rnek tamponuyla uygun seyreltmeleri
yapildiktan sonra kaynar su banyosunda 5 dakika kaynatildi. (PAGE i¢in 6rnekler
kaynatilmadi). Tarak jele zarar vermeden ¢ekildi ve jel elektroforez tamponu ile
yikanarak polimerlesmeyen jel uzaklastirildi. Daha sonra kuyucuklar elektroforez
tamponu ile dolduruldu ve uygun seyreltmeleri yapilan oOrneklerden 15 pL
yiiklendi. Ornekler jele yiiklendikten sonra jel tankin icine yerlestirildi ve
kuyucuklarin iizerini ortecek sekilde elektroforez tamponu eklendi. Gii¢ kaynagi
(UVP, Almanya) ile 200 V 45 dakika 20 mA elektrik akimi verilerek proteinlerin
ayirma islemi yapildi.

3.3.10.4. Jelin boyanmasi

Cam levhalar arasindan ¢ikarilan jelden st jel ayrildi. Boyanin aldigi yol
elektronik kumpasla 6l¢iildiikten sonra, protein boyamasi yapildi. Coomassie Blue
G-250 c¢ozeltisi ile 1 saat 100 rpm’de calkalanarak boyandi. Boyamadan sonra
jeldeki fazla boya yikama ¢ozeltisi ile 100 rpm’ de yikanarak uzaklastirildi ve
bantlar goriiniir hale geldi.

3.3.10.5. Zimografi

Zimografi i¢in cam plaklar arasindan ¢ikarilarak ayrilan jel, 50 mM pH 5.5
Mcllvaine tamponunda hazirlanmis % 1°lik ¢oziliniir patates nisastasi i¢inde 4 °C’da
1 saat inkiibe edildi. Jel ayni ¢ozelti icerisinde 50 °C’da 1 saat etiivde inkiibe
edildi. Jel nisastadan ¢ikarilip distile su ile yikandi. Yikama isleminden sonra iyot
cozeltisinde (%0.3 1,-%0.6 KI) bantlar belirginlesene kadar bekletildi. Gerekli

Olciimler yapildiktan sonra ayn1 ¢ozelti igerisinde saklandi.
3.3.10.6. Amilazin molekiil agirhginin hesaplanmasi

Elektroforez sonucunda PAGE ve SDS-PAGE sonuglar1 karsilastirilarak amilaz
bantlart belirlendi. SDS-PAGE jelinde boyanin, standartlarin ve enzimin kat
ettikleri mesafeler elektronik kumpas (Mitutoyo, CD-15CP, Ingiltere) yardimu ile
Olgiildii. Standartlarin ve enzimin Rf degerleri asagidaki formiil kullanilarak
hesaplandi:
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_Py O0b

Rf—]—bXF

Py= Boyamadan sonra taginan proteinin aldig1 yol

Jb= Boyamadan sonraki jelin boyu

Ob= Boyamadan 6nceki jelin boyu

ly= Boyamadan 6nceki isaretleyicinin (boyanin) aldigi yol

Standartlarin molekiil agirliklarinin logaritmas1 alindi ve Rf degerlerine karsi
grafik cizildi. Elde edilen standart grafigin denkleminden yararlanilarak enzimin
molekiil agirlig1 saptanda.

3.4. Aspergillus fumigatus HBF125 Amilazinin Karakterizasyonu
3.4.1. Amilaz Aktivitesi Uzerine inkiibasyon Siiresinin Etkisi

Amilaz aktivitesi iizerine inkiibasyon siiresinin etkisini belirlemek i¢in farkli
zaman araliklarinda (5, 10, 15, 20, 25, 30, 45, 60 ve 75 dk) optimum pH (pH 7.0)
ve sicaklikta (70 °C), sabit substrat konsantrasyonunda (son konsantrasyon %0.5)
ham enzim subsrat ile inkiibe edildi. Olusan indirgeyici seker miktart DNS metodu
ile spektrofotometrik olarak ol¢iildii.

3.4.2. Enzim Aktivitesi Uzerine Sicakligin Etkisi

Enzim aktivitesi tizerine sicakligin etkisini belirlemek igin saflagtirilmig enzimin
farkli sicakliklarda (10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75 ve 80 °C)
standart deney kosullarinda aktivitesi Ol¢iildii. Nisasta ¢ozeltisi (%10) 0.05 M
Mcllvaine tamponunda (pH 5.0) hazirlanarak, standart deney ortamina son
konsantrasyonu %0.5 olacak sekilde konuldu. Enzim aktivitesi sadece sicaklik
parametresi degistirilerek, standart deney kosullarinda spektrofotometrik olarak
tayin edildi.

3.4.3. Enzim Aktivitesi Uzerine pH’nin Etkisi

Enzim aktivitesi lizerine pH’nin etkisinin belirlenmesi saflastirilmis enzimde

yapildi. Standart deney ortaminin pH’s1t 0.5 birimlik araliklarla pH 3.0-9.0
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araliginda ayarlandi. Tampon ¢ozeltiler olarak pH 3.0-6.5 i¢in 0.05 M Mcllvaine
tamponu, pH 7.0-8.0 i¢in 0.05 M Tris-HCI tamponu ve pH 8.5-9.0 igin 0.05 M
Glisin-NaOH tamponu kullanildi. Yiizde ikilik stok nigasta ¢ozeltisi 0.05 M
Mcllvaine (60 °C, pH 7.0) tamponunda hazirland1 final konsantrasyonu %0.5
olacak sekilde standart deney ortamina konuldu. Enzim aktivitesi standart deney
kosullarinda dlgtldii.

3.4.4. Enzim Stabilitesi Uzerine Sicakhigin Etkisi

Enzim stabilitesi iizerine sicakligin etkisini belirlemek i¢in, saflagtirilmis enzim
stabilitesinin belirlenecegi sicakliklar olan 25 °C, 40 °C, 50 °C, 60 °C, 70 °C ve 80
°C’ de hazirlanan 50 mM Mcllvaine tamponu (pH 5.5) ile 2 kat seyreltildi. Enzim
bu sicakliklardaki su banyosunda (Poly science 911, ABD) 24 saat boyunca
inkiibe edildi ve belirli araliklarda 6rnekler alinarak standart deney kosullarinda
spektrofotometrik olarak aktivite tayini yapildi. Her bir deneme i¢in baslangigtaki
aktivite ol¢limii kontrol (100) olarak kabul edildi ve aktivite degisimi kontrol
degerinin yiizdesi olarak hesaplandi.

3.4.5. Enzim Stabilitesi Uzerine pH’1n Etkisi

Enzim stabilitesi lizerine pH’1n etkisini belirlemek i¢in, pH 4.0, 5.0, 5.5 ve 6.0
degerlerinde 50 mM Mcllvaine tamponu, pH 7.0 ve 8.0 igin 50 mM Tris-HCI
tamponu kullanildi. Enzim ¢dzeltisi bu tamponlarla 2 kat seyreltildi ve 25 °Cdeki
su banyosunda (Poly science 911, ABD) 24 saat inkiibe edildi. Enzim
¢ozeltisinden inkiibasyon boyunca belirli araliklarla 6rnekler alindi ve standart
deney kosullar altinda aktivite 6l¢imii yapildi. Her bir deneme i¢in baslangigtaki
aktivite ol¢iimii kontrol (100) olarak kabul edildi ve aktivite degisimi kontrol
degerinin yiizdesi olarak hesaplandi.

3.4.6. Enzim Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonunun Etkisi

Enzim aktivitesi iizerine substrat konsantrasyonunun etkisi optimum sicaklik ve
pH’da (60 °C ve pH 5.5), sabit inkiibasyon siiresinde (20 dk) ve farkli
konsantrasyonlarda (0.025, 0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0, 1.2, 1.4 mg/ml ¢4ziiniir
nigasta) substrat kullamilarak enzim aktivitesinin spektrofotometrik olarak
Olgiilmesiyle belirlendi. Enzimin K;, Ve V. degerleri Lineweaver-Burk
grafiginden hesaplandi.
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3.4.7. Enzimin Substrat Spesifitesinin Belirlenmesi

Enzimin substrat spesifitesini belirlemek amaciyla maltoz, maltotrioz, rafinoz,
dekstrin, amiloz, amilopektin, glikojen, piring nisastasi, bugday nisastasi, misir
nisastas1 ve ¢0ziiniir patates nisastasinin pH 5.5 Mcllvaine tamponunda hazirlanan
%1’lik c¢ozeltileri substrat olarak kullanildi. Enzim aktivitesi standart deney
kosullar1 altinda o6l¢iildii. Coziinilir patates nisastasi i¢in Olgiilen deger kontrol
olarak (100) kabul edildi ve aktivite degisimleri yiizde deger olarak hesaplandi.
Deneyde kullanilan stok ¢ozeltiler agagidaki sekilde hazirlandi.

Misir nisastasi, piring nigastast ve bugday nisastast manyetik karistiricida isitilarak
cozlinmesi beklendi. Ancak, ¢oziinme tam olarak gergeklesmedi ve siispansiyon
halinde kaldi. Bu siispansiyonlar substrat kaynagi olarak kullanildi.

Amilopektin ve ¢oziiniir patates nisastasi mikrodalga firinda, tampon igerisinde
wsitilarak  ¢oziildi. Dekstrin, maltoz ve rafinoz isitilmadan tampon igerisinde
coziildil.

Amiloz farkli bir iglemle hazirlandi. Bu islem i¢in 0.1 g amiloz tartildi ve 2 mL 0.5
N NaOH ¢ozeltisinde ¢oziildii. Cozeltiyi notiirlestirmek i¢in 2 mL 0.5 N HCl ilave
edildi. Daha sonra 1 M pH 5.5 Mcllvaine tamponundan final konsantrasyonu 0.05
M olacak sekilde ilave edildi. Son hacim distile su ile 10 mL’ye tamamlandi.

3.4.8. Enzim Aktivitesi Uzerine Metal Iyonlar1 ve EDTA’nin Etkisi

Enzim aktivitesi tizerine metal iyonlarinin etkisini incelemek igin AlICl;, BaCl,,
CaCl,, CoCl,, CuCl,, FeCls, KCI, LiCl, MgCl,;, MnCl,, NaCl, NH,CI, NiCl,,
HgCl,, ZnCl, ve EDTA kullanildi. Metal iyonlar1 100 mM stok ¢ozeltisinden son
konsantrasyonu 1, 5 ve 10 mM olacak sekilde deney ortamlarina eklendi (Cizelge
3.12, 3.13 ve 3.14). Higbir metali icermeyen deney ortami, kontrol olarak kabul
edildi. Standart kosullarda aktivite tayini yapildi. Kontrol grubunun aktivitesi 100
olarak kabul edildi ve deney gruplarmin kontrole gore aktivite degisimleri yiizde
deger olarak belirlendi.



Cizelge 3.12. 1 mM metal iyonu i¢eren deney ortami

Reaksiyon bilesenleri Kor Ornek

50 mM pH 5.5 MES tamponu 73 pL 73 uL
Metal iyonu 2 uL 2 uL

Enzim cézeltisi 100 pL 100 pL

25°C’de 30 dk 6n inkiibasyon

%4’liik ¢oziiniir nisasta

(50 mM pH 5.5 MES tamponu) ) 25 pL
60 °C°de 20 dk inkiibasyon
DNS 50 uL 50 uL
%4’liik ¢oziiniir nisasta 25 uL )
(50 mM pH 5.5 MES tamponu)

Soguk su banyosunda 2 dk inkiibasyon

Kaynar su banyosunda 5 dk inkiibasyon

Soguk su banyosunda 3 dk inkiibasyon

Distile su | s00uL | 500puL

530 nm dalga boyunda absorbans okunur.

Cizelge 3.13. 5 mM metal iyonu igeren deney ortami

Reaksiyon bilesenleri Kor Ornek

50 mM pH 5.5 MES tamponu 65 uL 65 uL
Metal iyonu 10 uL 10 uL

Enzim cozeltisi 100 uL 100 pL

25°C°de 30 dk &n inkiibasyon

%4’liik ¢oziiniir nisasta

(50 mM pH 5.5 MES tamponu) i 25 ul
60 °C°de 20 dk inkiibasyon
DNS 50 pL 50 pL
%4’liik ¢oziiniir nisasta 25 uL )
(50 MM pH 5.5 MES tamponu)

Soguk su banyosunda 2 dk inkiibasyon

Kaynar su banyosunda 5 dk inkiibasyon

Soguk su banyosunda 3 dk inkiibasyon

Distile su | s00uL | 500 puL

530 nm dalga boyunda absorbans okunur.
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Cizelge 3.14. 10 mM metal iyonu igeren deney ortami

Reaksiyon bilesenleri Kor Ornek

50 mM pH 5.5 MES tamponu 55 uL 55 uL
Metal iyonu 20 pL 20 uL

Enzim cozeltisi 100 uL 100 pL

25°C°de 30 dk 6n inkiibasyon
%4’liik ¢oziiniir nisasta ) 25 L
(50 mM pH 5.5 MES tamponu)
60 °C’de 20 dk inkiibasyon
DNS 50 uL 50 uL
%4’liik ¢oziiniir nisasta 25 UL )
(50 mM pH 5.5 MES tamponu)
Soguk su banyosunda 2 dk inkiibasyon
Kaynar su banyosunda 5 dk inkiibasyon
Soguk su banyosunda 3 dk inkiibasyon
Distile su | s00pL [ 500puL
530 nm dalga boyunda absorbans okunur.

3.4.9. Enzim Aktivitesi Uzerine inhibitorlerin ve Denatiirantlarin Etkisi

Inhibe edici ajanlar ve denatiirantlarin enzim aktivitesi iizerine etkisini belirlemek
amaciyla; serin spesifik inhibitdrii olan fenil metil siilfonil floriir (PMSF); SH-
grubu (siilfidril grubu) inhibitorii olan B merkaptoetanol; SH-grubu ve disiilfit
grubu (-S-S-) inhibitorii olan ve ayn1 zamanda antioksidan olan 1,4- dithiothreitol
(DTT); sistein spesifik inhibitorii ve siilfidril oksidasyon ajani olan 5,5-dithiobis
(2-nitrobenzoik asit) (DTNB); triptofan inhibitérii olan N-bromo suksinamid
(NBS); karboksil grubu inhibitérii olan sikloheksil-N-(2-morfolinoetil)-karboimid
metil-p-toluen-sulfonat (CMC); sistein ve histidin alkilleyici iodoasetamid (IAA);
arjinin inhibitorii olan 2,3 biitandiol; kuvvetli bir inhibitor olan floriir; katotropik
ajan olan borik asit, okzalat ve sitrat; protein denaturanti olan iire ve SDS;
indirgeyici madde olarak glutatyon kullanildu.

PMSF, n-propanolda, DTNB ise 0.1 M NaOH de ¢dziildii. inhibitorler 100 mM’lik
stok ¢ozeltilerinden, deney ortamina son konsantrasyonu 1 ve 5 mM olacak
sekilde eklendi ve standart kosullarda aktiviteleri tayin edildi (Cizelge 3.15 ve
3.16). Higbir inhibitér veya denatiirant icermeyen deney ortami kontrol olarak
kabul edildi. Kontrol grubunun aktivitesi 100 olarak kabul edildi ve deney
gruplarinin kontrole gore aktivite degisimleri ylizde deger olarak belirlendi.
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Cizelge 3.15. 1 mM inhibitér ve denatiirant igeren deney ortamu.

Reaksiyon bilesenleri Kor Ornek
50 mM pH 5.5 Mcllvaine tamponu 48 uL 48 uL
Denaturant ve inhibitor 2 uL 2 uL
Enzim cézeltisi 100 pL 100 pL
25°C’de 30 dk 6n inkiibasyon
%2’lik ¢oziiniir nisasta ) 50 UL
(50 MM pH 5.5 Mcllvaine tamponu)
60 °C°de 20 dk inkiibasyon
DNS 50 uL 50 uL
9%02°lik ¢oziiniir nisasta 50 uL )
(50 mM pH 5.5 Mcllvaine tamponu)
Soguk su banyosunda 2 dk inkiibasyon
Kaynar su banyosunda 5 dk inkiibasyon
Soguk su banyosunda 3 dk inkiibasyon
Distile su | s00uL | 500uL
530 nm dalga boyunda absorbans okunur.

Cizelge 3.16. 5 mM inhibit6r ve denatiirant iceren deney ortami

Reaksiyon bilesenleri Kor Ornek
50 mM pH 5.5 Mcllvaine tamponu 40 pL 40 pL
Denaturant ve inhibitér 10 uL 10 uL
Enzim cozeltisi 100 uL 100 pL
25°C°de 30 dk &n inkiibasyon
%2’lik ¢oziiniir nisasta ) 50 uL
(50 mM pH 5.5 Mcllvaine tamponu)
60 °C°de 20 dk inkiibasyon
DNS 50 pL 50 L
%2’lik ¢oziiniir nisasta 50 UL )
(50 mM pH 5.5 Mcllvaine tamponu)
Soguk su banyosunda 2 dk inkiibasyon
Kaynar su banyosunda 5 dk inkiibasyon
Soguk su banyosunda 3 dk inkiibasyon
Distile su | s00uL | 500 puL
530 nm dalga boyunda absorbans okunur.

3.4.10. Enzim Aktivitesi Uzerine Organik Céziiciilerin Etkisi

Enzim stabilitesi lizerine organik c¢oziiciilerin etkisini belirlemek icin aseton,
gliserol, 1,4-dioksan, etanol, metanol, dimetilsiilfoksit (DMSO), 1-propanol
kullanildi. Organik ¢6ziiciiler son konsantrasyonlar: %10 ve %20 olacak sekilde
saflastirilmis enzimle karistirildi ve 25 °C’deki inkiibatdorde 100 rpm hizda
calkalamali olarak 30 dakika inkiibe edildi (Cizelge 3.17 ve 3.18). Inkiibasyon
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sonunda enzim aktiviteleri standart deney kosullarinda tayin edildi. Hi¢bir organik
¢oziicii icermeyen enzim de kontrol olarak kabul edildi ve ayn1 kosullarda inkiibe
edildi. Kontrol grubunun aktivitesi 100 olarak kabul edildi ve deney gruplarinin
kontrole gore aktivite degisimleri yiizde deger olarak belirlendi.

Cizelge 3.17. %10 organik ¢oziicii igeren deney ortami

Reaksiyon bilesenleri Kor Ornek

50 mM pH 5.5 Mcllvaine tamponu 30 uL 30 L
Organik ¢ézgen 20 uL 20 uL

Enzim cozeltisi 100 pL 100 pL

25°C°de 30 dk 100 rpm 6n inkiibasyon
%2’lik ¢oziiniir nisasta ) 50 ul.
(50 mM pH 5.5 Mcllvaine tamponu) H
60 °C’de 20 dk inkiibasyon
DNS 50 uL 50 pL
%2’lik ¢oziiniir nisasta 50 uL )
(50 mM pH 5.5 Mcllvaine tamponu)
Soguk su banyosunda 2 dk inkiibasyon
Kaynar su banyosunda 5 dk inkiibasyon
Soguk su banyosunda 3 dk inkiibasyon
Distile su | s00puL | 500 pL
530 nm dalgaboyunda absorbans okunur.

Cizelge 3.18. %20 organik ¢oziicii igeren deney ortami

Reaksiyon bilesenleri Kor Ornek

50 mM pH 5.5 Mcllvaine tamponu 10 uL 10 uL
Organik ¢cézgen 40 uL 40 uL

Enzim cozeltisi 100 pLb 100 uLb

25°C°de 30 dk 100 rpm 6n inkiibasyon
%2’lik ¢oziiniir nisasta ) 50 ul
(50 mM pH 5.5 Mcllvaine tamponu) K
60 °C’de 20 dk inkiibasyon
DNS 50 uL 50 uL
%2’lik ¢oziiniir nisasta 50 uL )
(50 mM pH 5.5 Mcllvaine tamponu)
Soguk su banyosunda 2 dk inkiibasyon
Kaynar su banyosunda 5 dk inkiibasyon
Soguk su banyosunda 3 dk inkiibasyon
Distile su | s00uL | 500puL
530 nm dalgaboyunda absorbans okunur.




75

3.4.11. Enzim Aktivitesi Uzerine Deterjanlarin Etkisi

Enzim stabilitesi iizerine deterjanlarin etkisini belirlemek i¢in Tween 20, Tween
40, Tween 60, Tween 80 ve Triton X-100 kullanildi. Deterjanlar son
konsantrasyonlar1 %0.5 ve %1 olacak sekilde saflagtirilmis enzimle karigtirildi ve
25 °C’de 30 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda enzim aktiviteleri standart
deney kosullarinda tayin edildi. Higbir deterjan icermeyen enzim de kontrol olarak
kabul edildi ve aymi kosullarda inkiibe edildi. Kontrol grubunun aktivitesi 100
olarak kabul edildi ve deney gruplarinin kontrole gore aktivite degisimleri yiizde
deger olarak belirlendi.

3.4.12. Enzim Aktivitesi Uzerine CaCl, Etkisi

Enzim aktivitesi iizerine kalsiyum kloriiriin etkisini belirlemek icin, hazirlanan
stok CaCl, (100 mM) ¢6zeltisinden, son konsantrasyonu 1.0, 2.2, 3.0, 4.0, 5.0, 6.0,
7.0, 8.0, 9.0 ve 10.0 mM olacak sekilde deney ortamina ilave edilerek, standart
deney kosullarinda aktivite olgiimleri yapildi. Kontrol grubunun aktivitesi 100
olarak kabul edildi ve deney gruplarinin kontrole gore aktivite degisimleri yiizde
deger olarak belirlendi.

3.4.13. Enzimin Tuz Toleransi

a-Amilazin tuz toleransini belirlemek igin, enzim son konsantrasyonu 0.5, 1, 2, 3,
4 ve 5 M NaCl ile 4 °C’da, 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra standart
deney kosullarinda enzim aktivitesi Olciildii. Baslangic aktivite 6l¢iimii kontrol
(100) olarak kabul edildi ve aktivite degisimi kontrol degerine gore yiizde deger
olarak belirlendi.

3.4.14. Verilerin Degerlendirilmesi

Protein derisimi, Vi V€ Ky, degerleri lineer regresyon analizi ile saptandi. Her
deney ti¢ tekrar tizerinden yapildi. Gruplar arasindaki farkin ve bu farkin hangi
gruptan kaynaklandiginin belirlenmesi i¢in tek yonlii varyans analizi (Tukey ve
Duncan Testi) yapildi. Kontrol grubu ile deney grubu arasindaki farkin
belirlenmesinde eslenmis 6rneklerde t-testi uygulandi. Bu istatistiksel analizler
STATISTICA 7.0 programi kullanilarak yapildi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Funguslarin Sicaklik Simirinin Belirlenmesi

Boliimiimiiz Mikrobiyoloji laboratuarinda kayitli bulunan ve ¢esitli kaynaklardan
izole edilen 91 fungusun termofilik veya termotolerant olan suslarini belirlemek
amactyla sicaklik taramasi yapildi. Sicaklik taramasi yapilan 91 adet fungusdan 3
tanesi termofilik fungus, 18 tanesi termotolerant fungus, 70 tanesi ise mezofilik

fungus olarak belirlenmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.1°de belirtilmistir.

Cizelge 4.1. Funguslarin sicaklik tarama sonuglari

Stok No Fungus Koloni ¢aplar: (mm)

20°C | 30°C | 40°C | 50°C | 60°C
HBF134 Absidia sp. 12.03 | 17.24 | 1459 | 554 -
HBF57 Acremonium kiliense 2731 | 2336 | 3.44 - -
HBF95 Acremonium Kiliense 15.78 | 14.82 - - -
HBF136 Acremonium sp. 16.91 | 21.23 | 2545 | 16.38 | 4.65
HBF137 Acremonium sp. 19.52 | 20.05 - - -
HBF138 Acremonium sp. 8.80 9.14 - - -
HBF8 Acremonium sp. 2455 | 19.32 - - -
HBF59 Arthrobotrys oligospora 21.35 | 18.71 - - -
HBF41 Aspergillus alliaceus 34.84 | 34.10 | 65.00 - -
HBF46 Aspergillus crystalliunus 25.59 | 16.60 - - -
HBF130 Aspergillus flavipes 16.80 | 34.62 | 25.37 | 14.63 -
HBF53 Aspergillus flavipes 15.48 | 15.02 - - -
HBF128 Aspergillus flavus 25.79 | 36.95 | 45.79 | 15.45 -
HBF33 Aspergillus flavus 31.61 | 23.40 - - -
HBF34 Aspergillus flavus 34.21 | 46.73 | 36.26 - -
HBF54 Aspergillus foetidus 38.25 | 65.00 | 65.00 - -
HBF55 Aspergillus foetidus 33.95 | 65.00 | 65.00 - -
HBF125 Aspergillus fumigatus 9.97 | 50.01 | 51.33 | 33.66 | 6.08
HBF126 Aspergillus fumigatus 1144 | 47.81 | 58.31 | 31.39 | 2.67
HBF127 Aspergillus fumigatus 17.23 | 21.00 | 19.73 | 3.64 -
HBF42 Aspergillus fumigatus 65.00 | 65.00 | 65.00 | 38.83 -
HBF96 Aspergillus fumigatus 45.83 | 65.00 | 65.00 | 65.00 -
HBF47 Aspergillus glaber 29.82 | 24.50 - - -
HBF50 Aspergillus japonicus 29.03 | 65.00 | 65.00 | 65.00 -
HBF97 Aspergillus japonicus 41.80 | 65.00 | 43.78 - -
HBF131 Aspergillus niger 13.38 | 4450 | 52.72 | 36.39 -
HBF39 Aspergillus niger 40.20 | 65.00 | 49.72 - -
HBF40 Aspergillus niger 49.57 | 65.00 | 13.55 - -
HBF98 Aspergillus niger 46.12 | 65.00 | 65.00 | 65.00 -
ATCC9642 | Aspergillus niger 36.41 | 65.00 | 27.70 - -
HBF99 Aspergillus niveus 12.55 | 26.67 | 19.07 - -




Cizelge 4.1. Funguslarin sicaklik tarama sonuglari (devami)

Stok No Fungus Koloni ¢aplari (mm)
20°C | 30°C | 40°C | 50°C | 60°C

HBF129 Aspergillus ochraceus 20.38 | 31.22 | 21.67 | 9.61 -
HBF 56 Aspergillus parasiticus 42,94 | 47.93 | 49.29 - -
NRRL2999 | Aspergillus parasiticus 41.42 | 49.10 | 65.00 - -
HBF44 Aspergillus sclerotionum 21.11 | 26.67 - - -
HBF45 Aspergillus sclerotiorum 36.73 | 30.33 - - -
HBF100 Aspergillus sclerotiorum 26.90 | 29.34 | 8.38 - -
HBF132 Aspergillus sp. 30.11 | 30.37 | 43.02 | 14.89 -
HBF133 Aspergillus sp. 10.64 | 1459 | 1.10 - -
HBF123 Aspergillus terreus 15.55 | 27.61 | 31.13 | 6.33 -
HBF124 Aspergillus terreus 14.86 | 22.02 | 14.13 | 5.06 -
HBF38 Aspergillus terreus 22.01 | 39.39 | 42.11 | 12.56 -
HBF101 Aspergillus terreus 20.20 | 48.95 | 65.00 | 6.91 -
HBF52 Aspergillus versicolor 22.63 | 18.79 - - -
HBF102 Aspergillus versicolor 7.35 | 12.75 | 45.87 | 51.37 -
HBF103 Aspergillus wentii 44.06 | 50.37 - - -
HBF63 Cladosporium sp. 27.39 | 19.73 - - -
HBF64 Collethotrichum sp. 18.43 | 18.56 - - -
HBF105 Epicoccum sp. 22.29 | 21.21 | 65.00 - -
HBF69 Fusarium melanochlorum | 20.51 | 19.75 - - -
HBF122 Mortieralla sp. 22.79 | 20.42 - - -
HBF73 Mucor racemosus 2420 | 9.41 - - -
HBF140 Mucor sp. 17.03 | 31.23 | 65.00 | 32.36 -
HBF141 Mucor sp. 4471 | 52.46 - - -
HBF79 Paecilomyces sp. 24.38 | 22.72 - - -
HBF21 Penicillium chrysogenum 24.06 | 21.24 - - -
HBF22 Penicillium chrysogenum 22.00 | 21.33 - - -
HBF23 Penicillium chrysogenum 24.22 | 17.48 - - -
HBF24 Penicillium chrysogenum 28.73 | 10.60 - - -
HBF106 Penicillium chrysogenum 158 | 11.92 | 8.27 - -
HBF9 Penicillium citrinum 28.90 | 18.30 - - -
HBF62 Penicillium citrinum 30.64 | 65.00 - - -
HBF18 Penicillium coralligenum 26.21 | 22.65 - - -
HBF1 Penicillium cyclopium 30.52 | 17.33 - - -
HBF5 Penicillium donkii 28.96 | 21.98 - - -
HBF6 Penicillium funiculosum 26.02 | 16.72 - - -
HBF15 Penicillium funiculosum 22.67 | 23.42 - - -
HBF10 Penicillium gladioli 21.45 | 20.83 - - -
HBF30 Penicillium janthinellum 20.60 | 22.02 - - -
HBF31 Penicillium janthinellum 18.77 | 15.26 - - -
HBF4 Penicillium miczynskii 27.34 | 19.52 - - -
NRRL2995 | Penicillium parasiticus 24.08 | 21.04 - - -
HBF11 Penicillium pedemontanum | 22.35 | 31.94 - - -
HBF12 Penicillium phoeniceum 32.29 | 22.20 - - -
HBF16 Penicillium pulvillorum 29.06 | 16.63 - - -
HBF13 Penicillium raistrickii 24.73 | 12.62 - - -
HBF107 Penicillium restrictus 23.28 | 18.86 - - -
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Cizelge 4.1. Funguslarin sicaklik tarama sonuglari (devami)

Stok No | Fungus Koloni ¢aplari (mm)
20°C | 30°C | 40°C | 50°C | 60°C

HBF26 | Penicillium sclerotiorum | 24.48 | 18.49 - - -
HBF17 | Penicillium soppii 20.06 | 23.86 - - -
HBF135 | Penicillium sp 1146 | 16.74 | 8.03 | 1.94 -
HBF27 | Penicillium sp. 32.06 | 32.35 - - -
HBF2 Penicillium variable 23.55 | 18.28 - - -
HBF82 | Pluteoaurantium sp. 24.22 | 11.08 - - -
HBF87 | Rhizoctonia solani 19.26 | 17.31 | 6.12 - -
HBF86 | Rhizoctonia sp. 8.69 - - - -
HBF83 | Rhizopus sp. 65.00 | 65.00 | 65.00 - -
HBF84 | Rhizopus stolonifer 65.00 | 65.00 | 65.00 - -
HBF85 | Rhizopus stolonifer 65.00 | 65.00 | 65.00 - -
HBF108 | Rhizopus stolonifer 65.00 | 65.00 | 65.00 - -
HBF92 | Torula herbarum 20.69 | 29.78 - - -
HBF139 | Trichoderma sp. 18.69 | 31.89 | 17.79 - -

Okaryotik organizmalar arasinda sadece birkag fungus tiirii 45 ile 55 °C arasindaki
sicakliklarda gelisebilme yetenegine sahiptir. Minimum ve maksimum biiylime
sicakliklar1 temel alinarak bu tiir mantarlar termofilik ve termotolerant tiirler
olarak ayirt edilirler. Termofilik funguslar, en diigiik 20° C, en yiiksek 60° C, en iyi
ise 40-55° C arasinda tiireyebilirken, termotolerant funguslar ise en iyi 25- 40° C
arasinda ve 50° C de ise yavas tireyebilmektedir (Halil ve Kalkanci, 2008).

Termotolerant olarak belirlenen funguslarin Absidia sp, Acremonium sp., Mucor
sp., Penicillium sp. ve 14 tanesinin ise Aspergillus cinsine ait oldugu saptanmistir.
Termofilik olarak belirlenen ti¢ fungusun ise Acremonium ve Aspergillus

cinslerine ait oldugu belirlenmistir.

4.2. Kalitatif Lipolitik, Amilolitik, Proteolitik, Seliilolitik ve Ureolitik
Aktivite Tayini

Sicaklik taramasi sonucunda termofilik ve termotolerant olarak belirlenen 21 adet
fungusun enzim tiretme yetenekleri kalitatif olarak ol¢lilmiistiir. Termofilik olarak
belirlenen Aspergillus fumigatus suslarindan HBF125 numarali sus amilolitik,
seliilolitik ve {ireolitik, HBF126 numarali sus ise amilolitik ve ireolitik,
Acremonium sp. HBF136 susu ise iireolitik aktivite yoniinden pozitif olarak
saptanmistir. Pozitif ve negatif 6rnek resimleri Sekil 4.1, 4.2, 4.3, 4.4 ve 4.5’te
gosterilmistir. Termotolerant suslarin 13 tanesinin amilolitik aktivite, 2 tanesinin
lipolitik aktivite, 5 tanesinin seliilolitik aktivite ve 5 tanesinin de iireolitik aktivite
gosterdigi saptanmistir. Termofilik suglarin 2 tanesinin amilolitik aktivite, 2
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tanesinin {ireolitik aktivite ve 1 tanesinin de seliilolitik aktivite gosterdigi saptandi.
Kullanilan 21 adet fungusun agar ortaminda proteolitik aktivite gostermedigi
saptanmistir. Bundan sonraki asamalarda amilaz enzim firetim ¢aligmasi
yapilacagindan amilolitik aktivite yoniinden pozitif olarak belirlenen termotolerant
ve termofilik funguslar ile ¢alismaya devam edilmistir. Elde edilen sonuclar
Cizelge 4.2’ de belirtilmistir.

Cizelge 4.2. Kalitatif enzim tarama sonuglari

Stok No | Fungus Zon capi/Koloni ¢cap1

Amilaz Proteaz | Lipaz | Seliilaz Ureaz
HBF134 | Absidia sp. - - - - -
HBF136 | Acremonium sp. - - - - 2.53
HBF130 | Aspergillus flavipes 1.89 - - 0.69 -
HBF128 | Aspergillus flavus 1.73 - - - -
HBF125 | Aspergillus fumigatus 2.58 - - 1.01 2.16
HBF126 | Aspergillus fumigatus 217 - - - 1.66
HBF127 | Aspergillus fumigatus 1.65 - - - -
HBF42 Aspergillus fumigatus 2.50 - - - 3.49
HBF50 Aspergillus fumigatus 1.90 - - 1.02 6.62
HBF96 Aspergillus fumigatus 1.60 - - - 6.66
HBF131 | Aspergillus niger - - 1.39 1.02 -
HBF98 Aspergillus niger - - 1.23 161 -
HBF129 | Aspergillus ochraceus 1.40 - - - -
HBF132 | Aspergillus sp. - - - - 2.29
HBF123 | Aspergillus terreus 1.58 - - - -
HBF124 | Aspergillus terreus - - - - -
HBF38 Aspergillus terreus 1.10 - - - -
HBF101 | Aspergillus terreus 1.60 - - - -
HBF102 | Aspergillus versicolor 1.10 - - - 9.08
HBF140 | Mucor sp. 0.88 - - - -
HBF135 | Penicillium sp. 1.18 - - 1.07 -
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(@)
Sekil 4.1. Lipolitik aktivite. (a) Pozitif  (b) Negatif

©) (b)
Sekil 4.2. Amilolitik aktivite. (a) Pozitif ~ (b) Negatif

@ )
Sekil 4.3. Proteolitik aktivite. (a) Pozitif ~ (b) Negatif
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(@) (b)
Sekil 4.4. Seliilolitik aktivite. (a) Pozitif ~ (b) Negatif

Sekil 4.5. Ureolitik aktivite. (a) Pozitif ~ (b) Negatif
4.3. Aflatoksin

Termotolerant ve termofilik olarak belirlenen ve amilolitik aktivite yoniinden
pozitif olan 15 adet fungusun aflatoksin iretip tiretmedigi Hg Czapek Dox Agar
kullanilarak saptandi. Hazirlanan ortama malt ekstrakt agarda spor olusumu
saglanan stokdan tek nokta ekimi yapildt ve 30 °C’de 7 giin inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra kiiltiirler UV 15181 (365 nm) altinda incelenerek 1s1ma yapip
yapmadigina bakildi.

Aflatoksin testi sonucunda 15 adet termotolerant ve termofilik fungusdan
Aspergillus fumigatus HBF42 ile Aspergillus ochraceus HBF129 suslarinin
aflatoksin tirettikleri belirlenmistir. Elde edilen sonuclar Cizelge 4.3’te, pozitif ve
negatif sonuglar icin 6rnekler Sekil 4.6’da belirtilmistir.
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Cizelge 4.3. Aflatoksin test sonuglari.

Stok no Fungus Aflatoksin testi
HBF130 Aspergillus flavipes -
HBF128 Aspergillus flavus -
HBF125 Aspergillus fumigatus -
HBF126 Aspergillus fumigatus -
HBF127 Aspergillus fumigatus -
HBF42 Aspergillus fumigatus +
HBF50 Aspergillus fumigatus -
HBF96 Aspergillus fumigatus -
HBF129 Aspergillus ochraceus +
HBF123 Aspergillus terreus -
HBF38 Aspergillus terreus -
HBF101 Aspergillus terreus -
HBF 102 Aspergillus versicolor -
HBF140 Mucor sp. -
HBF135 Penicillium sp. -

Aflatoksinler (AF) kimyasal olarak bifuran halkasi ve lakton bag1 iceren kumarin
tirevleridir. Onemli aflatoksinler olarak, AFB;, AFB,, AFM,, AFM,, AFG; ve
AFG, goriilmektedir. Bu toksinlerden; AFB, toksini AFB;' in, AFG, toksini AFG;'
in dihidro formlaridir. AFM; ve AFM, ise AFB; ve AFB,' nin OH igeren
formlaridir. Aflatoksinlere verilen bu harfler toksinlerin UV 1s1m1 altinda verdikleri
floresan renkleri belirtir. B; ve B, mavi, G; ve G, yesil-mavi, M; mavi-viyole ve
M, viyole renkli floresan yayar (Tunail, 2000).

(a)Aspergillus ochraceus HBF129

Sekil 4.6. Aflatoksin test (a) Pozitif

(b) Aspergillus fumigatus HBF126

(b) Negatif

Aspergillus ochraceus HBF129 ve Aspergillus fumigatus HBF42’nin UV 15181
altinda mavi 151ma yapmasi aflatoksin B; veya B, firettigini gostermektedir.
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Termotolereant ve termofilik olarak belirlenen 13 fungusun ise agar ortaminda
1s1ma vermemesi aflatoksin tiretmediklerinin gostergesidir.

4.4. Secilen Funguslarm  Toksin Uretme Yeteneklerinin
Goriintiillenmesi

UV altinda 1s1ma yapmayan tiirlerden en iyi amilaz aktivitesi gosteren Aspergillus
fumigatus HBF125 ve Aspergillus fumigatus HBF126 suslari akciger epitel
hiicreleri kullanilarak toksin iiretme yeteneklerinin goriintiilenmesi igin segildi.
Amilolitik aktivite yoniinden en yiiksek olan ve aflatoksin iiretmeyen termofilik
iki fungus ve aflatoksin yoniinden pozitif olan iki farkli fungus patates dekstroz
agarda 5 giin 30 °C de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda funguslarin serum
fizyolojik ile uygun seyreltmeleri yapildi ve fungus Orneklerinden Bronchial
epitelium cell basal medium ortamina steril kosullarda ekim yapildi ve 37 °C de 2,
4 ve 8 saat boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon saatleri sonunda tripan blue/serum
fizyolojik ile 5 dakika boyunca boyandi. Boyama sonunda kuyucuklardaki boya
mikro pipetle uzaklastirildi. Olympus CK40 invertor tip mikroskop kullanilarak
10’luk objektifte bes farkli alanda 6lii ve canli hiicreler sayildi. 100 hiicredeki 6lii
ve canl hiicre sayilar1 hesaplanarak, kontrol grubu ile deney gruplar arasindaki
0li ve canli hiicre sayisi karsilastirildi. Herhangi bir ¢ozelti igermeyen hiicreler ise
kontrol grubu olarak kullanildi.

Deney sonucunda elde edilen veriler Cizelge 4.4’de verilmistir. Aspergillus
fumigatus HBF125 ve Aspergillus fumigatus HBF126’nin 8. saat sonunda canli
hiicre sayisinin %73.2 ile 75.51 oraninda oldugu belirlendi. Aflatoksin iireten

funguslarda ise canli hiicre sayisinin %50’ nin altinda oldugu belirlendi.

Cizelge 4.4. Toksin tiretme yeteklerinin belirlenmesi

Canl hiicre sayis1 (%)
Deney grubu 2 saat 4 saat 8 saat
Kontrol 95 95 95
Aspergillus fumigatus HBF125 88.7 79.82 73.2
Aspergillus fumigatus HBF126 81.84 83.4 75.51
Aspergillus fumigatus HBF42 82.44 68.43 15.32
Aspergillus parasiticus HBF56 83.16 49.64 4452
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Aspergillus’lar yeryliziinde her yerde yaygin olarak bulunan hifli mantarlardir;
dogal yasam ortamlar1 toprak ve ciirliyen bitki materyalidir; dogadaki temel
islevleri karbon ve nitrojen ¢evrimiyle ilgilidir ve biyodegredasyonda rol alirlar.
Bu mantarlar trettikleri enzimler sayesinde tiim organik maddeleri ayrigtirarak
kullanir ve saprofit olarak yasarlar; uygun kosullarda bitki, hayvan ve insanlarda
patojen hale gegebilirler (Chazelet vd., 1998; Kantarcioglu ve Yiicel, 2003; Ceter
ve Pmar, 2009).

Aspergillus’lara bagh alerjik hastaliklar (astim, alerjik siniizit, alveolit gibi) ve
mikotoksikoz (bu mantarlarin etkisiyle bazi besinlerde olusan zehirlerin
yenmesiyle ortaya ¢ikan hastalik) disinda, Aspergillus tiirlerinin sebep olduklari
hastaliklar aspergilloz (tiiberkiiloz, sarkoidoz, bronsektazi, pndmonilerin ardindan
akcigerlerdeki bosluklarda aspergilloma denilen mantar topu olusturmasi) olarak
tamimlanmaktadir. Invaziv aspergillozus’a en siklikla sebep oldugu bildirilen tiirler
A. fumigatus, A. flavus, A. niger, A. terreus, A. nidulans’dir. Daha nadir olarak
hastaliga sebep olanlar A. amstelodami, A. avenaceus, A. caesiellus, A. candidus,
A. carneus, A. chevalieri, A. clavatus, A. glaucus, A. granulosus, A. oryzae, A.
guadrilineatus, A. restricus, A. sydowi, A. ustus, A. versicolor, A. wentii,
Neosartoria fisceri olarak sayilmaktadir (Kantarcioglu ve Yiicel, 2003).

Akciger epitel hiicrelerinde toksik etki gostermedikleri igin, c¢aligmamizda
kullanilacak fungustan {iretilen enzimin endiistriyel islemlerde kullanilabilecegi
belirlendi. Amilolitik enzimlerin giiniimiizde birgok endiistriyel alanda &zellikle
gida endistrisinde kullanilmasindan dolayr iretilecek enzimin endiistriyel

caligmalarda giivenli bir sekilde kullanilabilecegini gosterdi.

4.5. Mikroorganizmanin Secimi
4.5.1. Amilaz Kiiltiir Ortaminda Enzim Uretimi

Toksin iiretimi yapmayan funguslar Aspergillus fumigatus HBF125 ve Aspergillus
fumigatus HBF126 suslari sivi kiiltiir ortaminda gelistirilerek spektrofotometrik
olarak amilolitik aktivite tayini yapildi. Elde edilen degerler Cizelge 4.5°te verildi.
Kiltiir ortaminda enzim aktivitesi, hiicrelerin parcalandigi 5. giinde maksimum
olarak olgiildii. Ugiincii giinde ortamdaki rediiktér seker miktarmin fazla
olmasindan dolay1 enzim aktivitesi 6lgiilmedi. Besinci giindeki enzim aktiviteleri
karsilagtirildiginda HBF125 sugsunun enzim aktivitesi HBF126 susuna gore yiiksek
bulundu.



Cizelge 4.5. Funguslarin amilaz kiiltiir ortaminda enzim iiretme yeteneklerinin karsilastirilmasi

Enzim Aktivitesi Rediiktor Protein Bivokiitle
(U/mL) Seker Konsantrasyonu Final pH ( /{OO mL)
(ORT. £ S.H.) (umol/mL) (mg/mL) g
Inkiibasyon
Siiresi (Giin) HBF125 X HBF126 HBF125 | HBF126 | HBF125 | HBF126 | HBF125 | HBF126 | HBF125 | HBF126
3 - - 0.868 0.865 0.033 0.040
4 560.28 £58.64 | a | 716.38+225.44 0.421 0.384 0.063 0.075 8.35 8.39 0.93 0.95
5 929.17+1843 | b 797.22 £31.91 0.231 0.264 0.062 0.114
6 720.28 £ 15.64 580.83+79.00 0.214 0.248 0.095 0.134

ORT: Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir.

S.H.: Standart hata.

X: Aym siitunda farkli harfler tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak onemlidir (p<0.05).

G8



86

4.5.2. ince Tabaka Kromatografisi (TLC)

Mikroorganizma se¢imi i¢in A. fumigatus HBF125 ve HBF126 suslarinn,
nisastanin enzimatik hidrolizi sonucunda olusan iiriinlerin analizi ve enzim tipinin

belirlenmesi i¢in ince tabaka kromatografisi yapildi.

Ince tabaka kromatografi analizi sonucunda, nisastanin 24 saat sonunda enzimatik
hidrolizi ile olusan son triniin hem Aspergillus fumigatus HBF125’te hemde
HBF126°da glukoz, maltoz ve maltotrioz oldugu bulundu (Sekil 4.7). Nisastanin
hidrolizi sonucunda olusan son iiriinlerin glukoz, maltoz ve maltotrioz olmasi, her
iki fungusun kiiltlir ortaminda {irettigi enzimin a-amilaz oldugunu gostermektedir.

Gl

G2

Sekil 4.7. Nisastanin enzimatik hidrolizi sonucu olusan iiriinlerin ince
tabaka kromatografi goriintiisit G1: Glukoz, G2: Maltoz, G3:
Maltotrioz, G4: Maltotetroz, G5: Maltopentoz, S: Standart, N:
Nisasta



4.5.3. Ham Enzim Aktivitesi Uzerine Sicakh@in ve pH'min Etkisi

Mikroorganizma sec¢imi i¢in ham enzimin optimum sicaklik, optimum pH
Olciimleri yapildi ve elde edilen degerler Sekil 4.8 ve 4.9 da gosterildi. HBF125 ve
HBF126 funguslarmin ham enzimlerinin optimum sicakligi 70 °C ve optimum

pH’lar1 da 7.0 olarak bulundu.
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400
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=0—HBF125
=fi—HBF126

10 20 30 40 50 60 70 80 90
Sicaklik (°C)

Sekil 4.8. A. fumigatus HBF125 ve HBF126 ham amilaz aktivitesi tizerine
sicakligin etkisi.
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Sekil 4.9. A. fumigatus HBF125 ve HBF126 ham amilaz aktivitesi tizerine pH’ nin
etkisi

4.5.4. Enzimlerin Elektroforetik Olarak Goriintiilenmesi

Funguslarin  kiiltiir ortamindaki enzim {retiminin belirlenmesi i¢in PAGE
zimografisi yapildi. Bu islem i¢in enzim aktivitesinin en yiiksek oldugu giin (5.
gin) sonunda kiiltir ortami kullanildi. A. fumigatus HBF125 ve HBF126
suslariin o-amilazinin PAGE zimografisi ile goriintillenmesi yapildiginda her iki
susun kiiltiir ortaminda nisastanin hidrolizinden sorumlu 6 enzim {irettigi saptandi
(Sekil 4.10).

Aspergillus fumigatus HBF125 ve HBF126 suslarinin optimum pH ve sicakligi,
enzim tipi ve irettikleri enzim sayisi ayni oldugu i¢in, bundan sonraki
caligmalarda kullanilacak fungusun se¢iminde petri de olusturdugu zon cap1 ve
stvi kiiltiir ortamindaki enzim aktivitesi temel alindi. Daha sonra yapilacak
calismalarda Aspergillus fumigatus HBF125’in kullanilmasina karar verildi.
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HBF 125 HBF 126

Sekil 4.10. Ham enzim PAGE zimogram goriintiisii
4.6. Fungusun Molekiiler Tanisi

Morfolojik olarak A. fumigatus HBF125 olarak teshis edilen izolatin, ITS gen
bolgesinin dizileri, Clustal W programi kullanilarak hizalandi. Hizalanan dizilerin
(www.pubmed.com) GENBANK "taki Blast programi araciligiyla veri tabaninda
yer alan ITS dizileri ile karsilastirildi. Veritabaninda kayith ve tiir tanis1 yapilmis
olan funguslar arasinda en yiiksek benzerlik orani orami (%2100) Aspergillus
fumigatus olarak saptandi. Niikleotid Blast programinda elde edilen diziler ile
Neighbor Joining Agaci elde edildi (MEGA 6) (Sekil 4.11). Buna goére HBF125
izolatimiz A. fumigatus’un da i¢inde bulundugu grupta yer alip, daha 6nce yapilan
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/submit.html adresinde bulunan Sequin
programi kullanilarak Genbank’tan KJ530990 kayit numarasi alindi.
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Aspergillus phoenicis - U65307
— Aspergillus foetidus - AJ280009
Aspergillus awamori -DQ235784
Aspergillus tubingensis - KF434096
9P Aspergillus niger - KF879927
Aspergillus costaricaensis - FJ629327
Aspergillus piperis - FR733803
100 Aspergillus niger - KJ101598
Aspergillus niger - KF753944
Aspergillus oryzae - JN227035
Aspergillus terreus - JN851044
Aspergillus brasiliensis - FJ867942
Aspergillus ficuum - EU821312
Aspergillus hennebergii - EU821313
100 Aspergillus ibericus - AY656627
o7 Aspergillus lacticoffeatus - FJ629336
= Aspergillus sclerotioniger - NR077192
Aspergillus carbonarius - AJ280012
Aspergillus ellipticus - NR103605
Penicillium cosmopolitanum - JX559861
Aspergillus fumigatus - FJ878717
Aspergillus fumigatus - JX006238
Aspergillus fumigatus - KJ001801
Aspergillus fumigatus - HBF125

99

86

65

100

0.m

Sekil 4.11. A. fumigatus HBF125 ITS gen bolgesinin dizileri ile en yiiksek
homoloji gosteren GENBANK ’daki dizilerle elde edilmis neighbor joining
agacl.

4.7. Aspergillus fumigatus HBF125’in Amilaz Uretimi Uzerine Kiiltiir
Kosullarinin Etkisi

Mikroorganizmalarin gelistirilmesinde enzim iiretme kapasitelerinin taranmasi,
besiyeri bilesimi ve kiiltiir kosullarinin degerlendirilmesi 6nemli bir basamaktir
(Singh ve Satyanarayana, 2008). Ayrica kiiltir ortaminin bilesenlerinin enzim
iiretimini artirmada 6nemli bir rol oynadigi bildirilmistir (Mukesh kumar vd.,
2012).
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4.7.1. Enzim Uretimi Uzerine Sicakhigin Etkisi

Aspergillus fumigatus HBF125’in amilaz tiretimi tizerine sicakligin etki sonuglari
Cizelge 4.6 ve Sekil 4.12°de sunuldu. Denenen sicakliklardan 30, 35, 40, 45 ve 50
°C’de enzim {iretimi goriilmiis olup 30, 35 ve 40 °C arasindaki fark istatistiksel
olarak onemli bulunmustur (p<0.05). En iyi enzim tiretim sicakligi inkiibasyonun
4. Giiniinde, 35 °C de gorillmiigtiir. Yirmi santigrad derece sicaklikda fungus
gelisimi meydana gelmesine ragmen, enzim iretimi 10 gilinlilk inkiibasyon
boyunca goriilmemis ve kiiltlir ortaminindaki sivinin azalmasindan dolay1 ortam
stabilitesi bozuldugundan 10. giin sonunda inkiibasyona son verilmistir. 55 ve 60
°C de 10 giinliik inkiibasyon siiresi boyunca fungus gelisimi olmamustir. 30 ve 35
°C de ortamda sporlanma meydana geldigi icin, kiiltiir ortam1 yesil renk almistir
(Sekil 4.13). Olusan sporlanma enzim aktivitesini etkilemedigi icin A. fumigatus
HBF125 fungusunun amilaz iiretimi i¢in en uygun sicaklik 35 °C olarak
belirlenmis ve bundan sonraki calismalarda optimum ortam sicaklifi olarak

kullanilmugtir.

Amilaz tiretimi {izerine sicakligin etkisi organizmanin bilylimesi ile ilgilidir. Bu
nedenle optimum enzim iiretim sicakligt mikroorganizmanin mezofilik ve
termofilik olusuna baghidir (Gautam vd., 2013). Inkiibasyon sicaklig1i sadece
mikroorganizmanin biiylimesini degil ayn1 zamanda biyolojik aktivitelerini de
etkiler (Puri vd., 2013). Fermentasyon boyunca ortamin sivi oraninin kontrolii de
enzim {iretimi ve mikrobiyal biiylime i¢in 6nemlidir (Anto vd., 2006).

Aspergillus fumigatus NTCC 1222 amilaz iiretimi ile yapilan ¢aligmada optimum
tretim sicakligimin 35 °C olarak bulundugu bildirilmistir (Singh vd., 2013). Bu
sonug¢ ¢aligmamizla benzerlik gostermektedir.

Aspergillus niger-ML-17 ve Rhizopus oligosporus-ML-10 amilaz iiretimi ilgili
yapilan c¢aligmada optimum enzim {iiretim sicakligt 30 ve 35 °C olarak
bulunmustur (Irfan vd., 2012).

Mucor sp., Aspergillus sp. A3, Penicillium fellutanum, Aspergillus niger ve
Aspergillus flavus amilaz ve glukoamilazlar ile yapilan ¢alismalarda optimum
enzim tiretim sicakligi 30 °C olarak bulunmustur (Mohapatra vd., 1998; Ellaiah
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vd., 2002; Kathiresan ve Manivannan, 2006; Gupta vd., 2008; Fadahunsi ve
Garuba, 2012).
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Sekil 4.12. Enzim iiretimi iizerine sicakligin etkisi.

Sekil 4.13. Kiiltiir ortaminda meydana gelen sporlanma



Cizelge 4.6. Enzim iiretimi tizerine sicakligin etkisi

Sicakhk Enzim Aktivitesi Bivokiitle Rediiktor Protein inkiibasyon

°C) (U/mL) X (n: /n:lL) Seker Konsantrasyonu Final pH Siiresi

(ORT. £ S.H.) 9 (nmol/mL) (mg/mL) (Giin)
20 - - 1.00 0.857 0.073 4.65 10
30 359.91 +35.73 a 0.90 0.093 0.079 7.74 7
35 433.09 +£23.65 b 1.01 0.283 0.115 7.80 4
40 194.17 £ 4.25 c 1.02 0.305 0.099 7.83 5
45 51.44 +£1.17 d 0.99 0.179 0.101 7.60 6
50 94.78 + 4.06 d 1.14 0.303 0.054 7.03 7
55 - - - - - 5.0 10
60 - - - - - 5.0 10

ORT: Her veri iig tekrarin ortalamasidir.
S.H.: Standart hata.
X: Aym siitunda farkli harfler tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak 6énemlidir (p<0.05).

€6
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4.7.2. Enzim Uretimi Uzerine pH'nin Etkisi

Enzim iiretimi {izerine pH’nin etkisini incelemek icin kiiltiir ortami optimum
enzim iiretim sicakliginda farkli pH’lara (pH 2.0-10.0) ayarland1 ve HBF125 susu
saptanan optimum sicaklikta (35 °C) 100 rpm/dk’da 6 giin boyunca inkiibe edildi.
Alt1 gilinliik inkiibasyon siiresince giinlilk enzim aktivitesi, rediiktor seker ve
protein miktar1 &lgiimleri yapildi. Inkiibasyon sonunda son pH ve biyokiitle
ol¢iildii. Elde edilen degerler Sekil 4.14. ve Cizelge 4.7°de verildi.

Aspergillus fumigatus HBF125 fungusu genis pH araliginda iireme ve enzim
tiretme yetenegi gostermistir. pH 3.0-10.0 arasinda gelisme gostermesine ragmen,
pH 2.0 de iirememistir. En iyi enzim tretimi pH 5.0 de elde edildi. pH 5.0’te
olgiilen enzim aktivitesinin pH 4.0, 6.0 ve 7.0 ile arasindaki fark istatistiki olarak
onemsiz bulundu (p>0.05). pH 8.0, 9.0 ve 10.0 da fungus tiremesi olmasina karsin
enzim aktivitesinde diisiis saptandi.

Biiyiime ortaminin pH’S1, enzim salgilanmasi ve organizmanin morfolojik
degismesine neden olan 6nemli fizyolojik parametreler arasindadir. Organizmanin
biiylimesi boyunca degisiklik gosteren pH, ortamdaki iirlin stabilitesini etkiler
(Gupta vd., 2003). Pek ¢ok fungusun amilaz iiretimi ve biiylimesi i¢in optimum pH
araliginin pH 5.0 ile 6.0 oldugu bildirilmistir (Khoo vd., 1994).

Bacillus sp. tarafindan iiretilen termostabil amilazin optimum {iretim pH’sinin
hiicresel biiyiimenin artis gosterdigi pH 7.0’de oldugu bulunmustur. Kiiltiir
ortammin pH’st 4.0, 5.0, 6.0 ve 10.0’a ayarlandiginda mikroorganizmanin
tiremedigi bildirilmistir (Teodoro ve Martins, 2000).

Batik (SmF) fermentasyon kullanilarak tiretilen Aspergillus oryzae ’nin maksimum
enzim {retiminin, kiiltiir ortaminin pH’sinin 7.0’ye ayarlandiginda oldugu
bildirilmistir (Shah vd., 2014).

Bacillus licheniformis amilaz iiretimi ilizerine pH’ nin etkisine bakmak icin kiiltiir
ortaminin farkli pH degerlerine ayarlandigi ve maksimum enzim iiretiminin pH 7.0
de, minimum enzim iretiminin ise pH 3.0 de oldugu bildirilmistir (Sankaralingam
vd., 2012).

Aspergillus sp. A3, Fusarium soloni, Aspergillus niger ve Penicillium
janthinellum (NCIM 4960) a-amilaz ve glukoamilazlar ile yapilan ¢alismalarda
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enzim uretimi i¢in optimum ortam pH’s1 5.0 olarak bulunmustur (Ellaiah vd.,
2002; Bhatti vd., 2007, Gupta vd., 2008; Sindhu vd., 2009 ). Bu bildirimler ile
calismamiz benzerlik gostermektedir.

Voliim aktivite (U/mL)
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Sekil 4.14. Enzim iiretimi lizerine pH’nin etkisi.



Cizelge 4.7. Enzim liretimi iizerine pH nin etkisi
Enzim Aktivitesi Biyokiitle Rediiktor Protein _ inkqpasyon

pH (U/mL) X (mg/mL) Seker Konsantrasyonu Final pH Sul“‘eSI

(ORT. £ S.H.) (nmol/mL) (mg/mL) (Giin)
2.0 - - - - - 2.0 6
3.0 253.78 £ 6.06 a 1.19 256.67 0.100 7.13 5
4.0 307.83 +£40.05 ac 1.00 531.19 0.106 7.18 5
5.0 360.17 +4.69 c 1.08 583.61 0.096 7.29 5
6.0 297.06 + 18.63 ac 1.06 619.17 0.097 7.07 5
7.0 293.61 +47.64 ac 1.03 348.06 0.104 7.09 5
8.0 45.50 = 1.58 b 1.05 599.72 0.115 7.57 5
9.0 29.35+4.35 b 1.03 465.28 0.137 7.58 5
10.0 26.94 +0.00 b 1.02 587.50 0.137 7.59 5

ORT: Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir.
S.H.: Standart hata.
X: Aym siitunda farkli harfler tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (p<0.05).
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4.7.3. Enzim Uretimi Uzerine inokulum Yasin Etkisi

Enzim iiretimi iizerine inokulum yasinin etkisini incelemek icin amilaz kiiltiir
ortamina farkli yaslarda 5, 7, 10 gilinlik sporulasyon ortamindan %1°lik HBF125
susu inokule edildi. HBF125 susu bu kosullarda 35 °C de, pH 5.0 de, 100
rpm/dk’da 5 giin boyunca inkiibe edildi. Bes giinliik inkiibasyon siiresince giinliik
enzim aktivitesi, rediiktdr seker ve protein miktar1 dlgiimleri yapildi. Inkiibasyon
sonunda son pH ve biyokiitlesi 6l¢iildii. Elde edilen degerler Sekil 4.15 ve Cizelge
4.8’de verildi. Elde edilen sonuglara gore en iyi enzim tiretimi 7 giinliik inokulum
yasinda elde edilmesine karsin 5 ve 10 giinliik inokulum yas ile aralarindaki fark
istatistiki olarak 6nemsiz bulundu (p>0.05). Yedi giinliik inokulum yasinda elde
edilen enzim aktivitesi yiiksek oldugu igin daha sonraki optimizasyon
denemelerinde 7 giinliik inokuliim yas1 kullanild.
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Sekil 4.15. Enzim iiretimi {izerine inokulum yaginin etkisi

Aspergillus oryzae L-glutaminaz tretimi i¢in inokulum yasi olarak 4 giinliik
sporulasyon ortami kullanildigi bildirilmistir. Yapilan ¢alismada inokulum yasi
arttikca, mikrobiyal gelisimin 6lim fazina girip enzim iretiminin azalmasiyla
sonuglandigi belirtilmistir (Prasanna ve Raju, 2012).



Cizelge 4.8. Enzim iiretimi lizerine inokulum yaginin etkisi

inokulum Enzim Aktivitesi Bivokiitle Rediiktor Protein inkiibasyon
yasi (U/mL) X (nf /mL) Seker Konsantrasyonu Final pH Siiresi
(Giin) (ORT. + S.H.) 9 (wmol/mL) (mg/mL) (Giin)
5 103.09 £+ 14.27 a 1.01 583.33 0.151 7.48 4
7 159.72 + 46.51 a 1.03 47417 0.132 7.42 4
10 110.43 +£4.62 a 1.04 535.83 0.141 7.46 4

ORT: Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir.
S.H.: Standart hata.
X: Ayni siitunda farkli harfler tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (p<0.05).
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4.7.4. Enzim Uretimi Uzerine inokulum Miktarimin EtKisi

Enzim {iretimi lizerine inokulum miktarinin etkisini incelemek icin daha once
saptanan optimum sartlardaki amilaz kiiltiir ortamina farkli oranlarda (%0.5, 1, 5,
10, 15, 20) HBF125 susu inokule edilerek, optimum kosullarda (7 gilinlik
sporulasyon ortami, 35 °C de, pH 5.0 da, 100 rpm/dk’da) 5-6 giin boyunca inkiibe
edildi. Inkiibasyon boyunca kiiltiiriin enzim aktivitesi, rediiktor seker miktar1 ve
protein miktar1 belirlendi. inkiibasyon sonunda son pH ve biyokiitlesi dlgiildii.
Elde edilen degerler Sekil 4.16 ve Cizelge 4.9°da verildi.

Elde edilen sonuglara gore en diisiik ve en yiiksek inokulum miktarinda enzim
aktivitesi en diisiik deger olarak bulundu. Inokulum miktarlar1 arasindaki fark
istatistiksel olarak dénemli bulunmadi (p>0.05). inokulum miktar1 arttikca kiiltiir
ortaminda enzim iiretim giiniinlin azaldig: ve kiiltiir ortamindaki funguslarin 6lim
fazina daha g¢abuk girdikleri goriildii. Bunun sebebi olarak ortamdaki fungus
miktarinin fazla olmasi ve bu sebeple ortamdaki besinin daha ¢abuk tiiketilmesi
goterilebilir. En iyi enzim iiretimi %5°lik inokulum miktarinda goriildii. Bundan

sonraki optimizasyon denemelerinde %5°1ik inokuliim miktar1 kullanildi.
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Sekil 4.16. Enzim {iretimi lizerine inokulum miktarmnin etkisi.
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Inokulum miktar1 amilaz {iretimi icin énemli bir faktordiir. Yiiksek inokulum
miktarlar1 dogal bir inhibitordiir. Aspergillus sp. A3 amilaz ile yapilan ¢alismada
inokulum miktar1 olarak %10, Fusarium solani glukoamilaz ile yapilan ¢aligmada
ise inokulum miktar1 %15 olarak bulunmustur (Ellaiah vd., 2002; Bhatti vd.,
2007).

Bacillus subtilis amilaz1 ile yapilan ¢alismada inokulum miktar1 arttikga enzim
tiretiminin azaldig bildirilmistir (Jogezai vd., 2011). Paenibacillus amylolyticus a-
amilazi ile yapilan calismada yiiksek inokulum miktarlarinda enzim iiretiminin
azalmasinin; ¢ok fazla miktarda olan hiicreler i¢in ortamda besinin azalmasina
veya toksik metabolitlerin hizla birikmesine bagli olabilecegini bildirmislerdir
(Ikram-Ul-Hag vd., 2012). Bu bildirimler ile ¢alismamiz paralellik gostermektedir.



Cizelge 4.9. Enzim iiretimi iizerine inokulum miktarinin etkisi

ino.kulum Enzim Aktivitesi Biyokiitle Rediiktor Protein _ inkii"basyon

miktari (U/mL) X (mg/mL) Seker Konsantrasyonu Final pH Sur:es1
(%) (ORT. £ S.H.) (umol/mL) (mg/mL) (Giin)

05 327.50 +69.00 a 1.02 561.67 0.155 6.97 6

1 355.06 +31.44 a 1.26 1162.50 0.079 6.99 5

5 429.00 + 36.28 a 1.08 775.00 0.090 7.25 5

10 394.11 £ 14.39 a 1.16 561.67 0.122 7.26 4

15 328.67 +56.83 a 1.23 541.67 1.133 7.21 4

20 278.44 +111.94 a 1.00 1015.83 0.061 6.90 4

ORT: Her veri iig tekrarin ortalamasidir.
S.H.: Standart hata.
X: Aym siitunda farkli harfler tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (p<0.05).

10T



102

4.7.5. Enzim Uretimi Uzerine Farkh Karbon Kaynaklarinin Etkisi

Enzim {iretimi {izerine karbon kaynaklarinin etkisini incelemek i¢in daha 6nce
saptanan optimum sartlardaki amilaz kiiltiir ortamina ticari olarak satin alinan
rugeym, musir nigsastasi (Katsan), bugday nisastas1 (Katsan), piring unu
(Dr.Oetker), kepek, galeta unu (Bagdat), irmik (Gonca), melas, zeytin atik suyu ve
kontrol olarak da ¢oziiniir patates nisastasi1 %2 oraninda eklendi. HBF125 susu
optimum kosullarda 35 °C de, 100 rpm/dk’da 4-6 giin boyunca inkiibe edildi.
Inkiibasyon boyunca kiiltiiriin enzim aktivitesi, rediiktor seker miktar1 ve protein
miktar1 belirlendi. Inkiibasyon sonunda son pH ve biyokiitlesi 6l¢iildii. Elde edilen
degerler Sekil 4.17 ve Cizelge 4.10°da verildi. Patates nisastast kontrol olarak
kabul edildi ve denenen biitiin karbon kaynaklar1 bu degerle karsilagtirildi.

Denenen karbon kaynaklarindan piring nisastasi, irmik, ruseym, galeta ununun
kontrol grubuna gore aktiviteleri diisiik olmasina ragmen, aradaki fark istatistiksel
olarak 6nemli bulunmadi (p>0.05). Kontrol grubunda maksimum enzim aktivitesi
tiretimin 2. giiniinde olurken, piring nisastasi, irmik, ruseym, galeta ununda ise

maksimum enzim aktivitesi sirasiyla liretimin 3., 4., 4. ve 2. gilinlinde 0l¢iildii.

Karbon kaynagi olarak kullanilan kepegin konrol grubuna gore enzim aktivitesi
artly gostermis ve istatistiksel olarak onemli bulunmustur (p<0.05). Maksimum

enzim aktivitesi inkiibasyonun 2. giiniinde 6l¢iilmiistiir.

Misir nisastasi ve bugday nisastasinda enzim aktivitesi kontrol grubuna gore daha
diisiikk bulunmusg ve kontrol grubu ile aralarindaki fark istatistiksel olarak 6nemli
bulunmustur (p<0.05).

Zeytin atik suyu ve melasda fungus gelisimi olmasina ragmen enzim {iretimi
olmamistir. Melas 6n islemden gegirildikten sonra igeriginde %22 oraninda seker
icerigi bulunmaktadir. Ortamda bulunan seker mikroorganizmanin biiyiimesi igin

yeterli gelmis fakat enzim iiretimini arttirmadigi goriilmiistiir.

Denenen karbon kaynaklarindan bugday kepeginin en iyi karbon kaynagi olarak
bulunmasi tarimsal yan iiriinlerin enzim {iretiminde kullanilmaya uygun oldugunu
gostermektedir. Hem ucuz hem de c¢ok fazla miktarlarda bulunmasi enzim

iiretiminde maliyeti azaltacagini gostermektedir.
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Bacillus cereus MTCC 1305 a-amilazi iiretimi lizerine farkli karbon kaynaklarinin
(Bugday kepegi, misir unu, ¢avdar samani, bugday samani ve piring kepegi) etkisi
incelenmis ve amilaz {iretimi i¢in en iyi karbon kaynagi olarak bugday kepegi
bulunmustur (Singh vd., 2010).

Aspergillus fumigatus NTCC 1222 o-amilaz tretimi ile ilgili yapilan ¢alismada
maksimum enzim {iretimi i¢in en iyi karbon kaynagi olarak bugday kepegi
bulunmustur (Singh vd., 2013). Bu sonuglar ¢aligmamizla benzerlik
gostermektedir.

Aspergillus niger o-amilaz {iretimi lizerine farkli karbon kaynaklarimin (%2
oraninda glukoz, maltoz, laktoz, sukroz ve nisasta) etkisi denenmis ve en iyi
karbon kaynagi olarak sukroz bulunmustur. Glukozun Aspergillus niger’in enzim
tiretimini katabolit olarak baskiladigi bulunmustur (Suganthi vd., 2011).

Aspergilllus oryzae LS1 amilaz tiiretimi {izerine karbon kaynaklarimin etkisi
incelenmis ve iiretim ortamina bugday kepegini tamamlayic1 karbon kaynagi
olarak %1 oraninda glukoz, laktoz, maltoz, sukroz, ¢Oziiniir nisasta, piring
nisastas1 ve bugday unu kullanilmistir. Denenen biitiin karbon kaynaklarinin enzim
iretimini kontrol degerine gore arttirdigi bulunmus ve en iyi karbon kaynagi
olarak sukroz kullanildig1 belirtilmistir (Farid ve Shata, 2011).



Cizelge 4.10. Enzim iiretimi iizerine karbon kaynaklarinin etkisi

Karbon kavnag: Enzim Aktivitesi Bivokiitle Rediiktéor Protein inkiibasyon

(% 2)y i (U/mL) X (nf /nl11L) Seker Konsantrasyonu | Final pH Siiresi

(ORT. + S.H.) 9 (umol/mL) (mg/mL) (Giin)
Patates nigastasi (KONTROL) 232.56 +41.39 a 1.14 1778.33 0.142 7.81 2
Kepek 350.50 + 8.92 b 1.12 620.83 0.238 8.30 2
Piring nisastas1 229.61 £13.21 a 0.96 1137.50 0.371 7.46 3
frmik 222.06 + 63.00 a 1.07 460.00 0.083 8.07 4
Ruseym 208.12 + 6.69 a 1.26 866.67 0.304 8.30 4
Galeta unu 182.56 +20.28 a 1.18 2052.50 0.94 8.27 2
Misir nisastast 135.06 = 0.56 b 1.07 1158.75 0.183 7.43 2
Bugday nisastasi 101.00 +2.06 b 0.97 770.00 0.375 7.72 3
Zeytin atik suyu - 0.53 23.75 0.029 7.91 4
Melas - 1.00 3371.25 0.044 8.37 4

ORT: Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir.

S.H.: Standart hata.

X: Aym siitunda farkli harfler tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (p<0.05).

v0T



105

400 -
350
'g 300
S~
2 250 -
£
2 200 -
X
©
e 150 -
E
S 100 T
50 -
0 -
S & e N & PN &
& K L& g &L S &
& ¢ & AT N
S N ¥ & & F
Q," .Q“ (’)Q \‘ IDA -
& S & L
® N 7 NV

Sekil 4.17. Enzim iiretimi {izerine karbon kaynaklarinin etkisi.

4.7.5.1. Amilaz iiretimi iizerine en iyi karbon kaynagi oranimin belirlenmesi

Enzim iiretimi {izerine en iyi karbon kaynagi oraninin belirlenmesi i¢in daha dnce
saptanan optimum sartlardaki amilaz kiiltiir ortamina %1.0, 1.5, 2.0, 2.5 ve 3.0
oraninda kepek ilave edildi ve HBF125 susu optimum kosullarda 35 °C de, 100
rpm/dk’da 5 giin boyunca inkiibe edildi. inkiibasyon boyunca kiiltiiriin enzim
aktivitesi, rediiktor seker miktar1 ve protein miktar1 belirlendi. Inkiibasyon
sonunda son pH ve biyokiitlesi 6l¢iildii. Elde edilen degerler Sekil 4.18 ve Cizelge
4.11°de verildi.



Cizelge 4.11. Enzim iiretimi {izerine en iyi karbon kaynagi (kepek) oraninin etkisi

Kepek Orant Enzim Aktivitesi Bivokiitle Rediiktor Protein inkiibasyon
P (%) (U/mL) (rr? /mL) Seker Konsantrasyonu Final pH Siiresi
° (ORT. £ S.H.) g (nmol/mL) (mg/mL) (Giin)
1.0 126.80 £2.28 0.92 537.50 0.031 8.18 2
15 200.83 +8.26 1.18 1867.50 0.113 8.26 2
2.0 184.54 +£15.99 1.43 1700.00 0.234 8.29 2
25 51.94 +5.25 1.62 560.00 0.183 8.34 3
3.0 81.54 +£2.59 1.89 251.67 0.231 8.28 4

ORT: Her veri li¢ tekrarin ortalamasidir.
S.H.: Standart hata.

X: Ayni siitunda farkli harfler tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.05).

90T
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Sekil 4.18. Enzim iiretimi iizerine en iyi karbon kaynagi (kepek) oraniin etkisi.

Elde edilen sonuglara gore en iyi enzim tretimi %1.5’luk kepek miktarinda
goriildii. %1.5 ve %2’lik karbon kaynagi oranlart arasindaki fark istatistiksel
olarak 6nemsiz (p>0.05) bulunmasina ragmen, enzim aktivitesi %1.5’luk kepek
oraninda daha yiiksek Olgiildii. %2.5 ve 3 arasindaki fark istatistiksel olarak
Oonemsiz bulundu (p>0.05). %1°lik kepek oraninda ise denenen diger oranlar ile
arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli bulundu (p<0.05). Bundan sonraki
optimizasyon denemelerinde %1.5’luk kepek miktar1 kullanildi.

4.7.6. Enzim Uretimi Uzerine Farkh Azot Kaynaklarimin Etkisi

Enzim iiretimi iizerine azot kaynaklarinin etkisini incelemek icin daha Once
saptanan optimum kosullardaki amilaz kiiltiir ortamina ticari olarak satin alinan ve
analitik safliktaki azot kaynaklar1 %1 oraninda ilave edildi. Pepton, sodyum nitrat
analitik saflikta, peynir alt1 suyu, siit tozu (VIP) ticari olarak satin alind1 ve kontrol
grubu olarak da azot icermeyen kiiltiir ortami kullanildi. HBF125 susu optimum
kosullarda 35 °C de, 100 rpm/dk’da 4 giin boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon
boyunca kiiltiiriin enzim aktivitesi, rediiktor seker miktar1 ve protein miktari
belirlendi. Inkiibasyon sonunda son pH ve biyokiitlesi olgiildii. Elde edilen
degerler Sekil 4.19 ve Cizelge 4.12°de verildi.
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Sekil 4.19. Enzim iiretimi {izerine azot kaynaklarinin etkisi.

Siit tozu, pepton ve sodyum nitrat kontrol degerine goére enzim iiretimini
arttrmadigi ve bulunan degerlerin kontrol grubu ile istatistiksel olarak 6nemli
oldugu (p<0.05) bulundu. Peynir alt1 suyunun ise enzim iiretimini etkilemedigi ve
kontrol grubu ile aralarindaki farkin istatistiki olarak onemsiz (p>0.05) oldugu
saptandi.

Organik veya inorganik azot kaynagi icermeyen kontrol grubunda enzim aktivitesi
en yiiksek ¢ikmigtir. Bunun nedeni olarak iiretim ortaminda karbon kaynagi olarak
kullanilan bugday kepegi gosterilebilir. Bugdayin kabuk kismindan kepek (bran)
elde edilir. Tahil danesinin yaklasik %14.5’ini kepek olusturur, tam bugday
ununun kepeginde; %86 niasin, %50 pantotenik asit, %42 riboflavin, %33 tiamin,
%19 protein bulunur. Bir de yogun olarak seliiloz bulunur (http://www.usf.org.tr/).
Azot icermeyen ortamda enzim aktivitesinin yiiksek olmasinin nedeni karbon
kaynagi olarak kullanilan kepegin biiylik oranda protein icermesi oldugu
diisiiniilmektedir. Bu sebepten dolay1 kontrol olarak kullanilan kepekli ortam
denenen azot kaynaklarindan daha iyi sekilde fungusun enzim iretimini
desteklemistir. Azot kaynagi olarak denenen kaynaklardan se¢im yapilmamistir.
Bundan sonraki agamalarda karbon ve azot kaynagi olarak kepek kullanilmasina

karar verilmistir.

Bacillus cereus MTCC 1305 a-amilazi tiretimi {izerine farkli azot kaynaklarinin
(kazein, amonyum kloriir, yeast ekstrakt, sodyum nitrat) etkisine bakilmis ve azot


http://www.usf.org.tr/
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kaynagi icermeyen kontrol grubunda (karbon kaynagi olarak kepek kullanilmis)
enzim {iretiminin daha iyi oldugu bulunmus ve {iretim ortamina azot kaynag: ilave
edilmedigi belirtilmistir (Singh vd., 2010). Bu sonug¢ ¢alismamiz ile benzerlik
gostermektedir. Yiiksek veya diisiik azot kaynaginin enzim {iretiminin inhibe
olmasina neden oldugu gibi mikrobiyal biiyiime icin zararli oldugu da belirtilmistir
(Mishra vd., 2014).



Cizelge 4.12. Enzim {iretimi iizerine azot kaynagi oraninin etkisi

Enzim Aktivitesi Bivokiitle Rediiktor Protein Inkiibasyon
Azot Kaynag (%1) (U/mL) (nf /nl11L) Seker Konsantrasyonu Final pH Siiresi
(ORT. + S.H.) 9 (umol/mL) (mg/mL) (Giin)
Kontrol (Azotsuz) 544.35+11.04 0.91 1032.50 0.090 6.43 3
Pepton 359.09 + 9.58 0.99 1234.17 0.114 797 2
Sodyum nitrat 308.40 +30.40 0.66 1117.50 0.115 7.52 2
Siit tozu 219.28 £16.20 0.83 2700.83 0.109 5.72 4

ORT: Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir.

S.H.: Standart hata.

X: Ay siitunda farkli harfler tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak onemlidir (p<0.05).

0Tt
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4.7.7. A. fumigatus HBF125’in Biiyiime Egrisi ve Enzim Uretimi

A. fumigatus HBF125’in biiyiime egrisini saptamak i¢in optimum kosullari (35 °C,
pH 5.0, 7 gilinliik inokulum yas1, %5 inokulum miktari, %1.5 kepek) belirlenen
amilaz liretim ortaminda maksimum enzim {iretim giinii belirlendi ve daha sonraki
calismalarda kullanilmak iizere enzim iiretimi yapildi. Inkiibasyon boyunca
kiiltiirlin enzim aktivitesi, proteaz aktivitesi, rediiktdr seker miktar1 ve protein
miktar1 belirlendi. Inkiibasyon sonunda son pH ve biyokiitlesi 6l¢iildii. Elde edilen
degerler Sekil 4.20 ve Cizelge 4.13°de verildi. Siiziilen enzim uygun kaplara
alinarak, kullanilincaya kadar -20 °C de saklandi.

Maksimum enzim iiretimi temel kiiltiir ortaminda 5. giin olarak saptanirken,
optimum kosullarda ise maksimum enzim f{iretimi 2. giin olarak saptanmistir.
Maksimum enzim iiretimi duragan fazin ortalarinda hiicre lizisi baglamadan 6nce

tespit edilmis, 3, 4, 5 ve 6. giinde enzim iiretimi azalmistir.

Kiiltlir ortaminin giinliik proteaz aktivitesi dl¢lilmiis 1. giin aktivite diisiik iken, 2.
giin artmig ve inkiibasyonun 3, 4, 5 ve 6. giiniinde sabitlenmistir. Kiiltiir ortaminda
proteaz liretimini engellemek i¢in kiiltiir ortamina proteaz inhibitorii olan PMSF
(fenil metil siilfonil floriir) 10 mM oraninda ilave edildi. Fakat kiiltiir ortaminda
fungus gelisimi tamamen durdu. Fungusun biiylime ve metabolit iiretimi igin
ortamdaki azot kaynaginmi kullanmasi gerekmektedir. Ortamda inhibitor

kullanilinca enzim tiretimi durmus, dolayisiyla biiylime ve gelisme de olmamustir.

Inkiibasyon periyodu enzim iiretimlerinde cesitlilik gosterir. Kisa inkiibasyon
periyotlari ekonomik olarak daha ucuz enzim iiretimleri i¢in potansiyel olusturur.
Optimum kosullarda enzim iiretiminin 2 giinliik kisa bir periyotta olmas1 enzim
tiretimimiz i¢in 6nem teskil etmektedir. Yapilan ¢aligmalarla karsilastirildiginda

enzim iiretiminin daha kisa bir siirede yapilmasi 6nemli bir 6zelliktir.

Penicillium fellutanum o-amilazinin inkiibasyon zamani 4.giin olarak bulunmustur
(Kathiresan ve Manivannan, 2006). Penicillium rugulosum amilaz1 ile yapilan
calismada maksimum enzim iiretiminin 3. giinde oldugu bulunmustur (Tiwari vd.,
2007).

Fungal izolat 6 ve 8 amilazlari ile yapilan ¢alismada ise maksimum amilaz tiretimi
inkiibasyon periyodunun 10. ve 4. giiniinde bulunmustur (Tripathy vd., 2011).
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Aspergillus fumigatus NTCC 1222 amilazinin en yiiksek tiretiminin kiltiir
kosullar1 optimize edildikten sonra (35 °C, pH 6.0, karbon kaynag1 olarak bugday
kepegi ve azot kaynagi olarak beef ekstrakt) inkiibasyonun 6. giiniinde oldugu
bulunmustur (Singh vd., 2013).



Biyokiitle (g/100mL)

1,2 -

0,8 1

0,2 1

300 -~

0 A

250 A
=
£ 200 -
2
B
2
s 150 -
E
1}
N
o
£ 100 - - )
< —— Biyokiitle

50 == Amilaz volim aktivite

== Proteaz aktivitesi
0 T T T l
0 1 2 3 4 5 )

inkiibasyon Zamani (Giin)

Sekil 4. 20. A. fumigatus HBF125’in zaman bagl biiyiime egrisi ve enzim tiretimi.
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Cizelge 4.13. Aspergillus fumigatus HBF125’in biiyiime egrisi

inkﬁ"basyon Enzim Aktivitesi Proteaz Aktivitesi Biyokiitle Rediiktir Seker Protein _

Sul;esn (U/mL) X (U/mL) X (mg/mL) X (umol/mL) Konsantrasyonu | Final pH
(Giin) (ORT. £ S.H.) (ORT. £ S.H.) (mg/mL)

1 210.89 +24.39 a 0.10£0.01 a 0.90 +0.03 ab 2126.67 0.03 4.81

2 27128 £9.51 b 0.93 +£0.01 b 0.99 +0.03 b 746.67 0.04 491

3 124.67 £3.83 c 1.19+£0.03 o 0.91+0.04 abc 687.50 0.07 5.88

4 162.89 +4.50 c 1.18£0.01 c 0.81 £0.03 acd 333.06 0.03 5.99

5 156.56 +0.61 c 1.28 £0.01 c 0.72 £0.01 de 450.00 0.07 6.07

6 159.94 £2.22 c 1.19+£0.07 o 0.62 £0.02 e 455.83 0.06 6.06

ORT: Her veri iig tekrarin ortalamasidir.

S.H.: Standart hata.
X: Aym siitunda farkli harfler tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (p<0.05).
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4.7.7.1. Kiiltir ortamimma salinan enzim iiretiminin elektroforetik olarak
izlenmesi

A. fumigatus HBF125 tarafindan iretilen ve kiiltir ortaminda kepegin
hidrolizinden sorumlu amilazi goriintilemek i¢in PAGE kullanilarak zimografi
yapildi. Giinliik siiziilen kiiltiirler %85°lik amonyum stilfat ile ¢oktiirtilmiis, diyaliz
islemi yapilmis ve PAGE jeline uygulanmistir. Elde edilen veriler Sekil 4.21°de
verildi.

Sekil 4.21. Kiltiir ortaminda giinliik enzim tiretiminin goriintiilenmesi.

Kiiltlir ortaminda iiretilen enzimin giinliikk zimografi goriintiilenmesi yapildiginda
1.giin tek bir enzim oldugu, 2. ve 3. giin ii¢ enzim, 4, 5 ve 6. giinde ise 5 enzim

trettigi gozlendi.
4.7.7.2. Amilazin proteolitik hidrolizinin saptanmasi

A. fumigatus HBF125 amilazin fermentasyonun hangi giiniinden itibaren
tiretilmeye baslandigini, enzimin tek bir gen {iriinlimii yoksa ortamdaki proteolitik
enzimler tarafindan alt birimlere ayrilip ayrilmadigini saptamak icin birinci ve
liclinci giin kiiltiir ortamlan siiziildiikten sonra %85°lik amonyum siilfat ile
¢oktlirme islemi yapildi. Uygun hacimde ¢6ziildiikten sonra diyaliz islemi yapildi.
Proteaz aktivitesi yiiksek olan {i¢ giinliikk kiiltlir ortam1 nisasta afinite kolon
kromatografisi metodu ile kismi olarak saflagtirildi. Birinci giin kiiltiir ortamu ile
kismi olarak saflastirilan proteaz enzimi, 35 °C’de 1:1 oraninda karigtirilarak 2, 4
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ve 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda drnekler PAGE jele uygulanarak
zimografi yapildi (Sekil 4.22). Saflastirma grafigi Sekil 4.23°de verildi.

1.G 2.5 4.5 24.S

Sekil 4.22. Amilazin proteolitik hidrolizi (G: giin, S:saat).

Kiiltlir ortaminda 1. giin tek enzim {iretildigi, inkiibasyonun 4, 5 ve 6. giiniinde ise
5 enzim {retildigi belirlenmisti. Kiiltiir ortaminda proteaz {iretimi yapildig
kantitatif olarak belirlenmisti. Enzimin proteaz tarafindan pargalanip
parcalanmadigini gérmek igin 1. glin enzimi kismi olarak saflastirilan tiglincii giin
proteazi ile muamele edildi. Imkiibasyondan 2 saat sonra alinan Srnek jele
uygulandiginda 4 enzim bandi, 4 ve 24 saatlik Oorneklerde ise 5 enzim bandi
saptand1i. Bu sonu¢ bize kiiltiir ortaminda fiiretilen enzimin proteaz tarafindan

pargalandigini ve alt iinitelere ayrildigini gostermektedir.

Aspergillus oryzae S2’nin kiiltiir ortaminda AmyA ve AmyB olmak {izere iki a-
amilaz drettigi, ortama proteaz inhibitérii kondugunda sadece AmyA’nin
tiretildigi, proteaz inhibitdrii konmadiginda proteolizis sonucunda AmyB’nin
AmyA’dan olustugu bildirilmistir (Sahnoun wvd., 2012). Bu calisma bizim
caligmamizda elde ettigimiz sonucu desteklemektedir.
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4.8. Ham Nisasta Adsorpsiyonu

Amilazin farkli nisasta kaynaklarina adsorpsiyon oran1 Cizelge 4.14’de
gosterilmistir. a-Amilazin en iyi adsorbe oldugu nisasta kaynagi, misir nisastasi
olarak bulunmustur. a-Amilazin baglangig aktivitesi ile farkli nisasta kaynaklarina
adsorpsiyonu sonrasinda kalan aktivite arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli
bulunmustur (p<0.05). Misir nisastasi, piring nisastast ve bugday nisastasinda
adsorpsiyon orani sirasiyla %83, 79 ve 76 olarak hesaplanmustir.

Amilazlarin  saflagtirilmasinda  nisasta  kaynaklarmin  kullanildigi  yeni
kromatografik teknikler kullanilmaktadir. Amilazlar nisasta, nisasta selit, nigasta
sefaroz kolonuna baglanir ve bu kolonlardan dekstrin, maltoz kullanilarak
kolondan ayrilir (Naidu ve Saranraj, 2013). Najafi ve Kembhavi (2005) musir
nisastasint kullanarak nisasta affinite metodu ile Vibrio sp. amilazin1 tek
basamakta saflagtirmislardir.

Kog ve Metin (2010) adsorban olarak musir nigastasini kullanmis ve nigasta affinite
metodu ile Aspergillus flavus HBF34 glukoamilazint tek basamakta
saflastirmiglardir.

Cizelge 4.14. A. fumigatus HBF125 a-amilazinin farkli nisasta kaynaklarina
adsorpsiyon orani

Nisasta Enzim Alzg\{ll?sit(gg]g protein) x Adso(r)/;())siyon
Kontrol 12006.55 +271.26 a 100
Misir nigastasi 2067.00 + 143.92 b 83
Bugday nisastasi 2489.93 + 128.43 b 79
Piring nisastasi 2871.32 +25.09 b 76

ORT: Her veri iig tekrarin ortalamasidir.

S.H.: Standart hata.

X: Ayni siitunda farkli harfler tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak
onemlidir (p<0.05).
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4.9. Amilazin Saflastirilmasi
4.9.1. Amonyum Siilfat Coktiirmesi

Kiiltlir ortamu siiziildiikten sonra elde edilen ham ekstrakt amonyum siilfat
¢oktlirme denemeleri i¢n kullanildi. Ham ekstrakt i¢in ayr1 ayr1 %0-20, %20-40,
%40-60, %60-80 ve %80-100 araliklarinda amonyum siilfat eklenerek ¢oktiirme
islemleri yapildi. Biitiin fraksiyonlarda aktivite ve protein tayinleri yapildi ve
saflastirma katsayilar1 ile yiizde verimleri hesaplandi (Cizelge 4.15.).

Elde edilen sonuclara goére amonyum siilfat ¢oktiirme basamaklarinda enzim
veriminde biiylik oranda kayip oldugu icin bundan sonra yapilacak olan
saflagtirma iglemlerinde amonyum siilfat ¢oktiirme asamasinin uygulanmamasina
karar verildi. Saflagtirma asamasindan 6nce enzimin kismi olarak saflastirilmasi ve
konsantrasyonu i¢in ultrafiltrasyon islemi yapilmasina karar verildi.



Cizelge 4.15. Amonyum siilfat ¢oktiirme basamaklari

Saflastirma Frak5|yp n | Enzim Aktivitesi Total Aktivite Protein Total Protein | Spesifik Aktivite Saflas. Verim

basamaklar: hacmi (U/mtL. ) ) (mg/mL) (mg) (U/mg protein) Kat (%)
(mL) (ORT. + S.H.) (ORT. + S.H.) '

Ham enzim 330 202.58 £ 14.30 | 66852.5+4719.4 | 0.01+0.001 3.69 +£0.28 18132.60 + 516.63 1 100
%0-20 3 114.25+£0.58 3428 +1.7 0.06 + 0.004 0.18 £0.01 1941.77 £ 108.83 0.107 0.51
%20-40 5 159.08 +1.17 795.4+5.8 0.10 +0.002 0.49 +0.01 1636.77 £19.06 0.090 1.19
%40-60 7 450.58 £ 3.09 3154.1+£2.6 0.26 £ 0.001 1.84 +£0.004 1713.90 + 11.09 0.095 4.72
%60-80 9 193.08 +£2.46 1737.8 £22.1 0.25+0.002 2.28 £0.02 763.42+5.14 0.042 2.60
%80-100 10 83.58 +£3.09 835.8 +£30.9 0.11 +£0.003 1.08 £0.03 775.24 £29.07 0.043 1.25

ORT: Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir.
S.H.: Standart hata.
X: Aym siitunda farkli harfler tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (p<0.05).

0¢T
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4.9.2. Nisasta Affinite Kolon Kromatografisi

Amonyum siilfat ¢oktiirme isleminde enzim veriminde biiyilk bir kayip
olmasindan dolayi, kiiltiir ortamimi konsantre edebilmek igin ultrafiltrasyon
yapildi. Ultrafiltrasyonda enzimin yaklasik olarak %23.5’lik kismi geri kazanildu.
Bu nedenle bundan sonraki saflastirma islemlerinin ilk basamaginda
ultrafiltrasyon islemi yapilmasina karar verildi. Daha once yapilan nisasta
adsorbsiyonun deneyinde enzimin en iyi adsorbe oldugu nisasta misir nisastasi
oldugu icin nisasta affinite kolon kromatografisinde dolgu maddesi olarak misir
nisastast  kullanilmigtir.  Ultrafiltrat musir nigasta  affinite  kolonuna
uygulanildiginda, kolondan biiyiik miktarda protein ¢ikisi oldu, ancak bu ¢ikan
fraksiyonlarda enzim aktivitesi saptanmadi. Istenmeyen proteinler kolondan
uzaklagtiktan sonra, enzimin kolondan ayrilabilmesi i¢in oda sicakliginda %1°lik
dekstrinle linear gradient yapildiginda, kolondan tekrar protein ¢ikisi gozlendi
(Sekil 4.24). Cikan bu fraksiyonlarda enzim aktivitesi Ol¢iildiigiinde belirli
fraksiyonlarda (34-38. fraksiyonlar) enzim aktivitesinin oldukca yiiksek oldugu
goriildii. Bu fraksiyonlar birlestirilerek dekstrinin uzaklastirilmasi ic¢in diyaliz
edildi. Diyaliz isleminden sonra aktivite ve protein tayini yapildi. Elde edilen
veriler saflastirma tablosuna konuldugunda enzim %4’liik verimle 54.4 katlik bir
saflagtirma ile elde edildi (Cizelge 4.16). Kromatografi boyunca ¢ikan biitiin
fraksiyonlarda proteaz aktivitesi bakildi. Enzim kolona uygulandiginda ¢ikan ilk
fraksiyonlarda proteaz aktivitesinin yiiksek oldugu, dekstrin gradiyentinin
uygulandig1 kismda ise aktivitenin azaldigi goriildii.

Nisasta afinite metodunu ilk kez uygulayan Najafi ve Kembhavi Vibrio sp.
amilazin1 163.5 kat, %78 verim ile saflastirmiglardir (Najafi ve Kembhavi, 2005).
Bacillus licheniformis a-amilazinin saflastirilmasinda amonyum siilfat ¢oktiirmesi,
nisasta afinite metodu kullanilmig ve saflagtirma sonunda %51 verimle 230 kat
saflagtirmiglardir (Mendu vd., 2005). Bacillus subtilis tarafindan iiretilen o-
amilazinin  amonyum  siilfat fraksiyonlamas1 yapilmis ve %90 tuz
konsantrasyonunda 0.144 U/mg spesifik aktivite ile 33 kat kismi olarak
saflagtirtlmistir (Sani vd., 2014). Thermus sp. a-amilazi ile yapilan bir ¢alismada
enzim; amonyum silfat ¢oktiirmesi, FPLC-hidrofobik etkilesim kromatografisi ve
misir nigastasi afinite adsorbsiyonundan olusan saflagtirma adimlartyla 399 Kkat,
%2.6’l1ik verimle saflastirilmistir (Shaw vd., 1995).
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Cizelge 4.16. A. fumigatus HBF 125 a-amilazinin saflagtirma adimlari

Saflastirma Frak5|y_o n | Enzim Aktivitesi Total Aktivite Protein Total Protein | Spesifik Aktivite | Saflastirma Verim
basamaklari hacmi (U/mL ) ) (mg/mL.) (mg) (U/mg protein) Katsayis1 (%)
(mL) (ORT.+£S.H.) (ORT. £ S.H.)
Ham enzim 700 255.6+1.7 178908+1167 | 0.045 +£0.003 31.66 £1.91 5689.3 +£322.94 1 100
Ultrafiltrat 28 1502.9 +77.8 42082 +£2179 | 0.436+0.008 | 12.20+0.23 3444.8 £ 118.61 0.6 235
Nisgasta affinite 3.7 1920.8 £ 115.7 7107 £428 0.006 + 0.00 0.02 +£0.00 [307185.3 +18502.82 54.4 4.0
ORT: Her veri li¢ tekrarin ortalamasidir.

S.H.: Standart hata.

X: Ayni siitunda farkli harfler tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (p<0.05).

€CT
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4.9.3. Elektroforez ve Zimografi

Saflastirma boyunca elde edilen fraksiyonlar toplanarak enzimin saflifinin
kontrolii ve molekiil agirliginin saptanmasi i¢in sodyum dodesil siilfat-
poliakrilamit jel elektroforezi (SDS-PAGE) ve poliakrilamit jel elektroforezi
(PAGE) ile zimografi yapildi. PAGE ve SDS-PAGE ile elde dilen jel ikiye
bolinmils ve bir yarist protein boyamasi diger yarisi da zimogram igin
kullanilmistir (Sekil 4.25 ve 4.26). Zimogramda goriilen bantlarin karsiligi olan
protein bantlar1 belirlenmis ve Rf degerleri hesaplanmustir. Protein standartlarinin
Rf degerleri ile molekiil agirliklarinin logaritmasi alinarak standart grafigi
cizilmigtir (Sekil 4.27). Bu grafigin denklemi y= -0.9058x + 5.3517,
tamamlayicilik katsayist R>= 0.97 bulunmustur. Bu denklemden yararlanarak
proteolizis sonucunda iki alt tinitesi oldugu saptanan amilazin yaklagik molekiil
agirliginin 160 kDa, iki alt initesinin (Al ve A2) molekil agirliklarinin ise
yaklasik olarak 86.2 ve 73.8 kDa olarak hesaplanmistir. SDS-PAGE protein
boyamasinda A2 alt initesinin protein orani az oldugu icin goriintiileme

yapilamamuistir.

a-Amilazlarin molekiiler agirliklar1 10 ile 210 kDa arasindadir. En diisiik deger
Bacillus caldolyticus igin 10 kDa, en yiiksek deger Chloroflexus aurantiacus igin
210 kDa olarak bildirilmistir (Gupta vd.,2003; Ratanakhanokchai vd., 1992).

Glikolizasyon; bir proteinin sekresyonu, stabilitesi ve ii¢ boyutlu yapisi gibi
fonksiyonlarini etkileyen onemli bir post-translasyon modifikasyondur (Barros
vd., 2009). Oligosakkaritler genellikle (N- glikozilasyonu ile bagli) asparajin yan
zincirlerine veya serin ve threonin hidroksil yan zincirlerine (O- glikolizasyonu ile
bagli) baglanir (Shental-Bechor ve Levy, 2009). Glikoproteinler, A. oryzae
(Eriksen vd., 1998), B. stearathermophilus (Egekzeer vd., 1995) ve B.subtilus
(Yamane vd., 1973) soylarinda tespit edilmistir. Genellikle a-amilazlarda bu oran
%10 civarindadir (Vihinien ve Matsala, 1989). Bu karbohidrat kalintilarinin bazi
a-amilazlarin yiksek molekiil agirliklarindan sorumlu oldugu diisiiniilmektedir
(El-Fallal vd., 2012). S. castelii a-amilazinda bu oranin %56 oldugu bildirilmistir
(Sills vd., 1984). T. vulgaris 140 kDa agirligindaki amilazin molekiil agirhgmin
karbohidrat kalintisina bagli oldugu bildirilmistir (Omar vd., 2011).
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SDS- PAGE kullanilarak glikoproteinler Alsiyan mavisi gibi katyonik boyalar ile
boyanarak veya periyodik asit ile karbohidratlarin oksidasyonu saglanarak
belirlenebilir (Wardi ve Michos, 1972). Aspergillus fumigatus HBF125 tarafindan
tiretilen a-amilazin yliksek molekiil agirligina sahip oldugu hesaplannig fakat
karbohidrat kalintis1 igerip igermediginin tespiti yapilmamistir. Daha sonra
yapilacak caligsma ile karbohidrat kalintisi igerip igermediginin tespit edilmesi
diistiniilmektedir.

Yapilan calismalarda amilazlarin  molekiill agirliklarinin  yiiksek  oldugu
bulunmustur. Alicyclobacillus acidocaldarius 140 kDa (Matzke vd., 1997),
Lactobacillus manihotivorans LMG 18010T 135 kDa (Aquilar vd., 2005), Bacillus
brevis MTCC 7521 205 kDa (Ray vd., 2008), Chloroflexus aurantiacus 210 kDa
(Ratanakhanokchai vd., 1992) olarak belirlenmistir. Bu sonuglar ¢alismamizda
elde ettigimiz sonuglarla benzerlik gostermektedir.

A. niger’in mutant soyunun irettigi o-amilazin molekiil agirligi 125 kDa olarak
hesaplanmigs ve enzimin yaklasik olarak %25’inin karbohidrat kalintisi oldugu
tespit edilmistir (Dubey vd., 2000).

Proteolizis molekiil agirligini azaltabilir. T. vulgaris 9A-2A (Amy TV1)’in tek bir
protein oldugu ve molekiil agirliginin 53 kDa oldugu belirtilmistir. Amy TV1’in
proteolizis sonucunda iki kiiciik peptide ayrildig1 ve molekiil agirliklarinin 33 ve
18 kDa oldugu belirlenmistir (Hofemeister vd., 1994). Bu calisma sonuglarimizi
desteklemektedir.

Nisasta afinite kromatografisi kullanilarak Penicillium citrinum HBF62 amilazi
saflastirilmig ve saflastirilan amilazin SDS-PAGE ile molekiil agirliginin yaklagik
olarak 65 kDa oldugu bulunmustur (Metin vd., 2010).

Bacillus licheniformis a-amilazinin saflastirilmasinda amonyum siilfat ¢oktiirmesi,
nisasta afinite metodu kullanilmis ve saflastirilan enzimin molekiil agirligi SDS-
PAGE ile 58 kDa olarak bulunmustur (Mendu vd., 2005).

Abou-Zeid (1997) Aspergillus flavus’tan molekiil agirhigi 75 kDa a-amilazi
saflagtirmistir. Streptomyces sp. No.4 fungusundan iki amilaz enzimi saflagtirilmis

ve molekil agirliklart sirasiyla 56 ve 77 kDa olarak bulunmustur (Primarini ve
Ohta, 2000).
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Termofilik bakteri Alicyclobacillus acidocaldarius o-amilazi ile yapilan
calismada, amonyum siilfat ¢coktiirmesi, Sefadeks jel filtrasyon kromatografisi ve
iyon degisim kromatografisi ile 8.138 kat, %58 verimle saflagtirilmis ve molekiil
agirhigr 94.5 kDa olarak hesaplanmistir (Satheesh Kumar vd., 2010).



A B

Sekil 4.25. Saflagtirma adimlarinin PAGE (A) ve zimogram (B) goriintiileri (HE: Ham enzim, SE: Saf enzim, A:a-Amilaz)

LZT



A B
Sekil 4.26. Saflagtirma adimlarinin SDS- PAGE (A) ve zimogram (B) goriintiileri. (S: Standart, 200 kDa miyozin, 116 kDa B-
galaktozidaz, 97 kDa fosforilaz B, 66 kDa sigir albumini, 45 kDa yumurta albumini, 29 kDa karbonik anhidraz, HE:
Ham enzim, U: Ultrafiltratrat, SE: Saf enzim, Al: a-Amilaz 1, A2: a-Amilaz2).
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Sekil 4.27. SDS-PAGE protein standart egrisi

4.10. Aspergillus fumigatus HBF125 Amilazinin Karakterizasyonu

4.10.1. Amilaz Aktivitesi Uzerine Inkiibasyon Siiresinin Etkisi

Enzim aktivite Olciimlerinde, reaksiyon karistminda enzim ve substratin uygun
konsantrasyonlarda bulunmasinin yani sira diger onemli faktér de inkiibasyon
zamanidir. Reaksiyon karisimi in vitro ortamda gergeklesmesinden dolayi
baglangicta reaksiyon i¢in uygun olan ortam sartlarinin zamana bagli olarak
degistigi bilinmektedir. Ayrica aktivite 6l¢iimii enzimin birinci dereceden kinetik
gosterdigi zamanda Olgiilmelidir. Bu nedenlerden dolayi, ideal inkiibasyon
siiresinin saptanmasi diisliniilmiistiir. Enzim ve substrat farkli zaman araliklarinda
inkiibe edildiklerinde rediiktdr seker miktar1 zamana bagl olarak artmakta ise de
ilk 20 dakikalik artis dogrusaldir (Sekil 4.28 ve Cizelge 4.17 ). 20, 25 ve 30 dk
arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli olmamasina ragmen 20 dakikaya kadar
artis dogrusal oldugu i¢in inkiibasyon siiresi olarak kullanilmasina karar verildi.
Kiiltiir kosullarin etkisine bakilirken herhangi bir deney plami belirtilmeden
inkiibasyon siiresi 30 dk olarak kullanilmisti. Fakat karakterizasyon islemlerine
gecmeden Once inkiibasyon siiresinin etkisi ham enzim kullanilarak belirlenmistir.
Bu nedenle bundan sonraki standart enzim aktivite deneyleri 20 dakikalik
inkiibasyonlar ile yapilmistir.
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Bir ¢ok calismada da deney plani belirtilmeden inkiibasyon siiresi olarak 30 dk
kullanilmistir (Bignell vd., 2000; Marlida vd., 2000; Primarini ve Ohta, 2000;
Odibo ve Ulbrich-Hofmann, 2001; Frolova vd., 2002).

Cizelge 4.17. A. fumigatus HBF125 a-amilaz aktivitesi iizerine inkiibasyon
sliresinin etkisi

. Rediiktor Seker Enzim Aktivitesi
Inkiibasyon zamam (dk) (umol/mL) X (U/mL) X
(ORT. £S.H.) (ORT.£S.H)

5 5547.5+36.1 a 369.83 £2.40 a
10 9757.5 £ 60.0 b 650.50 +4.00 b
15 12542.5+117.6 c 836.17 +7.84 c
20 14987.5 +355.1 d 999.17 +23.67 d
25 15592.5 +181.5 d 1039.50 +12.10 d
30 15612.5+725.0 d 1040.83 +48.33 d
45 17662.5 £295.1 e 1177.50 + 19.67 e
60 17752.5 +294.8 e 1183.50 + 19.66 e
75 17702.5 £706.3 e 1180.17 +47.09 e

ORT: Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir.

S.H.: Standart hata.

X: Ayni siitunda farkli harfler tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak

6nemlidir (p<0.05).
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Sekil 4.28. Inkiibasyon siiresinin enzim aktivitesi iizerine etkisi.
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4.10.2. Amilaz Aktivitesi Uzerine Sicakhgin Etkisi

a-Amilaz aktivitesi (U/mg protein) iizerine sicakligin etkisini belirlemek i¢in 10
ile 80 °C arasinda 5 °C’lik araliklarla aktivite Ol¢limleri yapilmis olup, sonuglar
Sekil 4.29 ve Cizelge 4.18’de gosterilmistir. Enzim aktivitesi 10 °C’de en diisiik
degerde olup, sicakligin kademeli olarak yiikseltilmesiyle aktivite dogrusal bir
sekilde artarak 60 °C’de maksimum seviyeye (187701 = 5650 U/mg protein)
ulasmustir. 65 °C’den sonra ise hizla diismektedir. 60 °C ile 55 °C arasindaki fark
istatistiksel olarak 6nemsiz, diger sicakliklar ile 6nemlidir (p<0.05). Maksimum
enzim aktivitesi 100 olarak kabul edildi ve diger sicakliklardaki aktivite degisimi
maksimum aktiviteye gore yiizde olarak hesaplandi. Her ne kadar maksimum
aktivite 60 °C’de saptanmis ise de, 45, 50, 55, 65 ve 70 °C’lerde maksimum
aktivitenin sirastyla %81, 91, 96, 94 ve 82’si oldugu gorilmistiir. Bu sonug elde
edilen enzimin genis bir sicaklik araliginda kullanilabilecegini géstermekte olup,
biyoteknolojik uygulamalar i¢in 6nemli bir sonugtur.

Aspergillus niger AMO07’den elde edilen a-amilazi maksimum aktivitesini 60
°C’de gostermistir (Omemu vd., 2005). Bu sonug calismamiz ile benzerlik
gostermektedir. Aspergillus flavus’dan (Khoo vd., 1994) elde edilen a-amilaz
maksimum aktivitesini 55 °C’de, Aspergillus tamarii’den (Moreira vd., 2004) elde
edilen o-amilazlarin maksimum aktivitesini 50-55 °C, Maya Cryptococcus
flavus’dan (Wanderley vd., 2004) elde edilen edilen o-amilazin maksimum
aktivitesini 50 °C’de gosterdigi bildirilmistir.
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Sekil 4.29. A. fumigatus HBF 125 a-amilaz aktivitesi iizerine sicakligin etkisi.

Cizelge 4.18. A. fumigatus HBF125 a-amilaz aktivitesi tizerine sicakligin etkisi

Sicakhik Enzim AktiviFesi 0/.0.
© 0 (U/mg protein) X Aktivite
(ORT. + S.H.)
10 26411.3 = 1757.6 a 14
15 39045.7 £ 881.4 b 21
20 41733.9 £ 1066.8 b 22
25 65793.0 £2910.8 c 35
30 92943.5 £465.6 d 50
35 109475.8 £ 1905.6 e 58
40 128830.6 £ 3614.1 h 69
45 152621.0 £2292.8 1 81
50 1714382 £5515.7 i 91
55 180578.0 £4014.3 ij 96
60 187701.6 £+ 5650.0 j 100
65 176411.3 £7216.9 i 94
70 154368.3 +£3792.1 1 82
75 54771.5 +3038.3 k 29
80 38911.3 +2832.2 b 21

ORT: Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir.

S.H.: Standart hata.

X: Ayni siitunda farkli harfler tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak
6nemlidir (p<0.05).
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4.10.3. Amilaz Stabilitesi Uzerine Sicakhgin Etkisi

Amilaz stabilitesi lizerine sicakligin etkisi ile ilgili sonuglar Cizelge 4.19, 4.20 ve
Sekil 4.30, 4.31’da gosterildi. Enzim stabilitesi {izerine sicakligin etkisini
saptamak amaciyla enzim, farkli sicakliklarda (25, 40, 50, 60, 70 ve 80°C) inkiibe
edildi. Enzim ¢ozeltisinden belli zaman araliklarinda 6rnekler alinarak aktivitesi
tayin edildi ve kontrol degerine gore kalan enzim aktivitesi yiizde olarak
belirlendi.

Amilaz enzimi 25 °C’da yirmi dort saatte aktivitesinin %97’sini korudugu ve
kontrol ile arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli olmadig1 goriildii (p>0.05).

Enzimin 40 °C’da bir saatte aktivitesini biiyiik 6l¢iide korudugu (%97) ve kontrol
ile arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli olmadigi goriilmiistiir (p>0.05).
Altinc1 saatten itibaren enzim aktivitesi kontrole gore istatistiksel olarak azalma
gostermesine ragmen, 24 saatte dahi aktivitenin  %76’simin  korundugu
saptanmigtir.

Enzimin 50 °C’de ilk bir saatte aktivitesini biiyiik oranda korudugu (%96) ve
kontrol ile arasindaki farkin istatistiksel olarak onemli olmadigi goriilmiistiir
(p>0.05). Enzim aktivitesinin daha sonraki saatlerde diistigi ve bu disiisiin
kontrol degerine gore istatiksel olarak dnemli oldugu gorilmistiir (p<0.05).

Enzimin 60, 70 ve 80 °C’lerde on bes dakikada sirasiyla aktivitesinin %90, 95 ve
21’°ni korudugu, bir saat sonunda ise 60 ve 70 °C’de aktivitenin sirasiyla %57 ve
52’sinin korundugu 80 °C de ise aktivitenin korunmadigi bulundu. 60 °C’de yirmi
dort saatlik inkiibasyon sonunda ise aktivitesinin %34 {inii korudugu ve kontrol ile
aralarindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli oldugu goriildii (p<0.05).

Enzimin ii¢ boyutlu yapisini olusturan zayif baglar (hidrojen, iyonik ve molekiiler
baglar) ve 6zellikle disiilfit baglarinin azlig1 veya ¢oklugu enzimin pH ve sicaklik
stabilizasyonu i¢in 6énemli rol oynadig1 bilinmektedir (Shenoy vd., 1985).

Ayrica enzim stabilizasyonu, yiiksek sicakliklarda gergeklesen ve uzun siiren
endiistriyel islemler i¢in oldukg¢a 6nemli bir 6zelliktir. Bu amagla enzimin sicaklik
stabilitesi aragtirildiginda, enzimin 25 °C‘de yirmi dort saat sonunda aktivitesini

korudugu, 40 ve 50 °C’de ise %76 ve 59 oraninda korudugu saptanmaistir.
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Aspergillus fumigatus HBF125 amilazinin 25, 40 ve 50 °C’larda stabilitesini
biiyiik oranda korumus olmasi, 60 ve 70 °C’de ise bir saat sonunda aktivitesini %
50 oraninda korumasi bu sicakliklarda iglem yapan endiistriyel uygulamalar i¢in
uygun olabilecegini gostermektedir. Ancak 80 °C’nin iizerinde islem yapan
endiistriyel islemler icin cok uygun degildir.

a-Amilazlarla yapilan galigmalarda ise, A. flavus a-amilazinin 50 °C’da 1 saat
stabil oldugu bulunmustur (Khoo vd., 1994). A. carbonarius amilazinin 20 dk
inkiibasyondan sonra 30 °C ile 80 °C arasinda aktivitesinin %85’ini, 90 °C’da ise
%65’ini gosterdigi bulunmustur (Okolo vd., 2000). Termofilik fungus Scytalidium
thermophilum a-amilazmin 50 °C’da 1 saat stabil oldugu, enzimin yar1 émriiniin
55 °C’da 25 dk ve 60 °C’da 12 dk oldugu, %1’lik nisasta varliginda 60 °C’da 1
saat tamamen stabil oldugu bulunmustur (Aquino vd., 2003). Rhizopus
microsporus var. rhizopodiformis amilolitik aktivitesinin sicaklik stabilitesinin
oldukga yiiksek oldugu, 60 °C’da 120 dk sonra enzim aktivitesinin %50’sinin geri
kazamldigi, 65 °C’da stabil olmadig1 fakat ortama %1°lik nisasta eklendigi zaman
termal inaktivasyondan korundugu bulunmustur (Peixoto vd., 2003). A. tamarii a-
amilazinin 65 °C’da birkag¢ saat tamamen aktif oldugu, enzimin yar1 émriiniin 70
°C’da 30 dakika oldugu ve 75 °C’da ise stabil olmadigi bulunmustur. %1’lik
nisasta ile inkiibe edildiginde enzimin yar1 démriiniin 70 °C’da 70 dakika ve 75
°C’da 40 dakika oldugu bulunmustur (Moreira vd., 2004).



Cizelge 4.19

. a-Amilazin farkli sicakliklardaki (25, 40 ve 50 °C) stabilitesi

25°C 40 °C 50 °C
inkiibasyon
Zamanl . o e . Y P o e
(Saat) VOhES/rAntt)wlte y AKki‘ i'\"j‘i':e Vollzlallrzr&]llit)lwte y A'T(?ilsirt'e Voltal)l/ﬁllit)lwte y AKk‘::‘ i'\ﬁl‘i':e

(ORT. £S.H.) % (ORT. + S.H.) % (ORT. + S.H.) %
0 673.17 £31.02 a 100 370.83 + 7.84 a 100 384.83 £ 6.06 a 100
1 632.17 = 40.59 a 94 352.50 + 0.00 a 95 368.83 + 34.84 a 96
621.83 +31.67 a 92 287.50 £0.00 b 78 231.83+10.67 b 60
12 634.50 +2.89 a 94 273.50 + 0.00 b 74 238.83 £4.91 b 62
24 650.17 +2.96 a 97 280.00 + 15.30 b 76 226.50 + 0.00 b 59

ORT: Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir.
S.H.: Standart hata.
X: Ay siitunda farkli harfler tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.05).

GET



Cizelge 4.20. a-Amilazin farkl sicakliklardaki (60, 70 ve 80 °C) stabilitesi

9¢T

60 °C 70 °C 80 °C
Ian(:zla:zlo " VOI{ES/rﬁIS;Vite . Kalan VOh(lLTllﬁlL{;Mte X Kalan VOhEILIJl/rﬁllit)lme X Kalan
(ORT. £S.H.) Akg}vite (ORT. £S.H.) Akg}vite (ORT. £S.H.) Akgjvite

(0] 0 0

0 512.50 +37.54 a 100 448.83 + 8.41 a 100 488.83 +33.12 a 100

15dk 460.83 + 19.46 a 90 427.50 +£20.21 a 95 101.83 + 8.88 b 21

30 dk 404.17 +23.96 b 79 397.17 +37.38 a 88 30.17 £4.26 b

45 dk 294.83 + 14.24 b 58 244.17 £21.99 b 54 28.83 +0.67 b

60 dk 294.17 +29.85 b 57 233.50 +£22.14 b 52 -

90 dk 306.50 +24.43 b 56 179.50 + 8.74 b 40 -

2 saat 287.50 + 13.23 b 56 139.17 + 19.89 b 31 -

3 saat 308.83 = 19.80 b 60 126.83 +9.40 b 28 -

4 saat 276.83 + 16.48 b 54 105.83 + 12.25 b 24 -

5 saat 283.83 + 10.84 b 55 95.50 + 6.56 b 21 -

6 saat 152.50 £5.51 b 30 95.50 + 6.56 b 21 -

12 saat 172.50 + 10.44 b 34 - -

24 saat 116.50 + 3.00 b 23 - -

ORT: Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir.

S.H.: Standart hata.
X: Aym siitunda farkli harfler tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (p<0.05).
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Sekil 4.30. a-Amilazin farkli sicakliklardaki (25, 40, 50, 60 ve 70 °C) stabilitesi.
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Sekil 4.31. a-Amilazin farkli sicakliklardaki (70 ve 80 °C) stabilitesi.
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4.10.4. Amilaz Aktivitesi Uzerine pH’nmin Etkisi

Amilaz aktivitesi (U/mg protein) lizerine pH’ nin etkisiyle ilgili sonuglar Cizelge
4.21 ve Sekil 4.32°de gosterilmistir. Enzim aktivitesi lizerine pH’nin etkisini
belirlemek amaciyla, enzimin pH 3.0-9.0 arasinda aktiviteleri dlglilmiistiir. Enzim
aktivitesi pH 3.0’de en diisiik seviyede olup (11088.71 + 898.03 U/mg protein),
pH’daki 0.5’ser birimlik artiglarla beraber enzim aktivitesi de istatistiksel olarak
onemli bir artis gostermistir. Maksimum enzim aktivitesi pH 5.5’da (322620.97 +
5685.91 U/mg protein) goriilmistiir. Her ne kadar maksimum enzim aktivitesi pH
5.5 ‘te goriilmiis ise de, pH 5.0, 6.0 ve 6.5’da aktivitenin sirasiyla %80, 89 ve 81’1
goriilmiis ve istatistiksel olarak 6nemli oldugu saptanmistir (p<<0.05). pH 7.0’dan
itibaren enzim aktivitesi 6nemli bir diigiis gdstermistir.

Sonuglar enzimin, pH 4.0 ile 7.0 aras1 gibi genis bir pH araliginda calistigim
gostermektedir. Bununla birlikte enzimin asidik pH’larda daha aktif oldugu
gorlilmektedir. o-Amilazlar genis pH araliginda aktivite gdsterirler ve optimum
pH’lar1 2.0 ile 12.0 arasinda degisir (Wanderley vd., 2004). Nisastadan glukoz
eldesi endiistride 6nemli bir yer tutmaktadir. Nisastanin sivilastirilmasinda
(liquefaction) a-amilaz, sekerlestirilmesinde (sakkarifikasyon) ise glukoamilaz
kullanilmaktadir. Bu islemler pH 4.2 ile 6.2 arasinda yapilmaktadir (Crabb ve
Shetty, 1999; Moreira vd., 1999). Enzimin genis pH araliginda ¢alismasi, bu gibi
kosullarda c¢alisan endiistriyel islemlerde kolaylikla kullanilabilecegini de
gostermektedir. Yapilan galismalarda da A. tamarii, (Moreira vd., 1999; Moreira
vd., 2004), A. flavus (Khoo vd., 1994), Mucor sp. (Mohapatra vd., 1998),
Streptomyces sp. No.4 (Primarini ve Ohta, 2000) fungal amilazlarin optimum
pH’larinin  genellikle asidik pH’larda (pH 4.5-6.5) oldugu bulunmustur. Bu
caligmalar sonug¢larimizi desteklemektedir.
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Sekil 4.32. A. fumigatus HBF125 a-amilaz aktivitesi iizerine pH’nin etkisi

Cizelge 4.21. A. fumigatus HBF125 a-amilaz aktivitesi lizerine pH’nin etkisi

ErllJz/im Aktivi_tesi « %
i (ORT 151y Altivite
3.0 11088.71 + 898.03 a 3
35 37701.61 +£1689.70 b1 12
4.0 143750.00 + 6318.69 c 45
45 184233.87 £ 4964.10 d 57
5.0 257862.90 +£2174.43 e 80
55 322620.97 +5685.91 f 100
6.0 286572.58 + 9231.67 g 89
6.5 261088.71 + 6985.94 e 81
7.0 173427.42 + 930.05 d 54
75 94072.58 + 2773.77 h 29
8.0 45282.26 + 898.03 1 14
8.5 45362.90 + 838.09 1 14
9.0 26088.71 £+ 1860.09 b 8

ORT: Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir.

S.H.: Standart hata.

X: Ayni siitunda farkli harfler tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak
6nemlidir (p<0.05).
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4.10.5. Amilaz Stabilitesi Uzerine pH’min Etkisi

Enzim stabilitesi tizerine pH’ nin etkisi ile ilgili sonuglar Cizelge 4.22, 4.23’de ve
Sekil 4.33°de gosterilmistir. Enzim stabilitesi iizerine pH’ nin etkisini belirlemek
amactyla enzim, farkli pH’larda (4.0, 5.0, 5.5, 6.0, 7.0, 8.0) inkiibe edilmis ve
belirli zaman araliklarinda 6rnekler alinarak aktivitesi tayin edilmistir ve kontrol
degerine gore kalan enzim aktivitesi yiizde olarak belirlenmistir.

Enzimin pH 5.5 ‘da 24 saatlik inkiibasyon sonunda stabil oldugu (%97) ve kontrol
ile aralarindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli olmadigi bulunmustur (p>0.05).
Enzimin pH 4.0 ve 5.0 de bir saatlik inkiibasyon sonunda stabil kaldig1 (%91 ve
90), fakat kontrol grubu ile arasindaki farkin istatistiksel olarak énemli bulundugu
saptanmistir (p<0.05). Yirmi dort saat sonunda ise sirasiyla %86 ve 87’sini
korudugu saptanmuistir.

pH 6.0, 7.0 ve 8.0 de ise yirmi dort saat sonunda aktivitenin biiyiik bir kisminin
(%88, 87 ve 83) korundugu goriilmesine ragmen, kontrol grubu ile aralarindaki
fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0.05).

Calisma sonucunda enzimin genis pH araliginda stabil oldugu, 24 saat sonunda
denenen biitiin pH’larda aktivitesini %83-97 oraninda korudugu saptanmustir.
Bakteri ve fungus amilazlariin optimum pH’larn asidik ve alkali aralikta
degismektedir. a-Amilazlar genellikle pH 4.0 ile 11.0 arasinda stabildir. Bununla
birlikte stabilitesinin sinirli oldugu alanlarda bulunmaktadir (Gupta vd., 2003;
Sharma ve Satyanarayana, 2013). Calismamizda bu bulgular1 destekler niteliktedir.

A. flavus a-amilazinin pH 5.0 ile 8.5 araliginda stabil oldugu (Khoo vd., 1994),
ektomikorizal fungus Tricholoma matsutake a-amilazinin genis pH araliginda (4.0
ile 10.0) stabil oldugu (Kusuda vd., 2003), maya Candida antarctica CBS 6678
glukoamilazinin asidik pH’larda stabil oldugu, a-amilazinin alkali pH’larda hizli
bir sekilde aktivitesinde kayiplar oldugu bulunmustur (De Mot ve Verachtert,
1987).
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Sekil 4.33. a-Amilazin farkli pH’lardaki stabilitesi.
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Cizelge 4.22. a-Amilazin farkli pH’lardaki stabilitesi

. pH 4.0 pH 5.0 pH 5.5 pH 6.0 pH 7.0 pH 8.0
Inkiib.
Zamam | Volim Aktivite Voliim Aktivite Voliim Aktivite Voliim Aktivite Voliim Aktivite Voliim Aktivite
(Saat) (U/mL) X (U/mL) X (U/mL) X (U/mL) X (U/mL) X (U/mL) X
(ORT. £ S.H.) (ORT. + S.H.) (ORT. £ S.H.) (ORT. £ S.H.) (ORT. £ S.H.) (ORT. £ S.H.)
718.83 +15.71 a 785.17 +£30.51 a | 673.17+31.02 | a | 826.50+11.06 | a | 989.50=+33.47 a 928.17 +3.18 a
1 652.50 +0.00 b 704.83 +48.51 a | 632.17+4059 | a | 706.50+21.13 | b | 847.17+20.17 b 827.50+25.70 | b
6 580.83 +2.60 b 689.50 +29.70 a | 621.83+31.67 | a | 721.50+0.00 b | 847.17 +67.65 b 846.50 + 8.89 b
12 590.50 +37.29 b 668.50 + 10.97 b | 634.50+2.89 a | 714.17+1533 | b 864.17 + 4.63 b 829.50 + 22.37 b
24 616.50 + 42.06 b 680.83 + 6.06 b | 650.17 +2.96 a | 72450+5.29 b | 863.50+14.98 b 771.83 +14.72 b
ORT: Her veri li¢ tekrarin ortalamasidir.
S.H.: Standart hata.
X: Aym siitunda farkli harfler tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak onemlidir (p<0.05).
Cizelge 4.23. Aspergillus fumigatus a-Amilazinin farkli sicakliklarda geride kalan aktivite %
Geride kalan aktivite %
Inkiibasyon zamam pH4.0 | pH5.0 pH 5.5 pH 6.0 pH 7.0 pH 8.0
Kontrol 100 100 100 100 100 100
1 saat 91 90 94 85 86 89
6 saat 81 88 92 87 86 91
12 saat 82 85 94 86 87 89
24 saat 86 87 97 88 87 83

(474"
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4.10.6. Amilaz Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonunun Etkisi

Amilaz aktivitesi lizerine substrat (¢cOziiniir patates nisastasi) konsantrasyonunun
etkisi Cizelge 4.24’de gosterilmistir. Amilaz aktivitesi ilizerine ¢Oziiniir patates
nisastasinin etkisini saptamak amaciyla, 0.1-2.0 mg/mL arasinda konsantrasyonlari
kullanilmustir.

Amilazin maksimum hizin1 (V) Ve Michaelis-Menten sabitesini (Km) saptamak
icin, Lineweaver-Burk y = a + bx dogru grafiginden yararlanildi. Lineweaver-Burk
grafigi, 1/V’ye karsi 1/[S] olarak cizilmistir (Sekil 4.32). Bu grafigin dogru
denklemi ise, y = 0.0011 + 0.0016x olarak, tamamlayicilik katsayis1 (R?) ise 0.98
bulunmustur. Denklemde dogrunun dikey ekseni kestigi nokta 1/V, = 0.0011
degerini verdiginden, V., degeri 909 U/mL olarak hesaplanmistir. Dogrunun
yatay ekseni kestigi nokta ise, -1/Km = -0.6875 degerinde olup, Km degeri 1.45

mg/mL olarak bulunmustur.

Aspergillus flavus o-amilazinin jelatinize tapioka nisastasi igin Km ve Vmax
degerinin 0.5 g/ ve 108.67 pmol rediiktor seker/min/mg protein oldugu
bulunmustur (Khoo vd, 1994). Streptomyces sp. tarafindan {iretilen ii¢ farkli a-
amilazin (Amilaz 1, 2 ve 3) amiloz i¢in yiiksek afiniteye sahip olup Km degerleri
sirastyla 0.2, 0.3 ve 0.2 mM olarak, maltotrioza kars1 zayif afiniteye sahip olup
Km degerleri sirasiyla 8.2, 8 ve 8.2 mM olarak bulunmustur (McMahon vd.,
1999). Maya Cryptococcus flavus a-amilazinin nisasta i¢cin Km degeri 0.056
mg/mL olarak bulunmustur (Wanderley vd., 2004).

Bacillus subtilis KIBGE HAS mikroorganizmasindan saflastirilmis a-amilazin
optimum kosullar altinda ¢6ziiniir nisasta substrati ile K, degeri 2.68 mg/mL ve
Vmax 1773 U/mL olarak hesaplanmistir (Bano vd., 2011). Bacillus licheniformis
AI20 a-amilazimin K, degeri 0.709 mg/mL ve Vi 454 mU/mg olarak
hesaplanmistir (Abdel-Fattah vd., 2013)

Literatiir sonuglan ile Km degerleri karsilagtirildiginda, a-amilazlara gore diisiik
bir Km degerlerine sahip oldugu goriilmektedir. Bu sonug¢ enzimimizin ¢ok diisiik
substrat konsantrasyonlarinda dahi substratina olan ilgisinin olduk¢a yiiksek
oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.34. a-Amilaz aktivitesi {izerine substrat konsantrasyonunun etkisi
(Lineweaver- Burk Grafigi).

4.10.7. Amilazin Substrat Spesifitesinin Belirlenmesi

Amilazin substrat spesifitesi Cizelge 4.24’de verilmistir. Enzimin substrat
spesifitesini belirlemek amaciyla maltoz, maltotrioz, rafinoz, dekstrin, amiloz,
amilopektin, glikojen, piring nisastasi, bugday nisastasi, misir nigastasi, ¢Oziiniir
patates nigastast kullanilmustir.

Substratlarin enzimatik hidrolizi sonucunda, kontrol grubuna gore en iyi enzim
aktivitesi maltoz (492948 + 18215 U/mg protein), dekstrin (444230 + 11340 U/mg
protein) ve glikojen (389615 + 20487 U/mg protein) i¢in bulunmus, maltoz ve
dekstrinin kontrol ile arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur
(p<0.05). Glikojenin kontrol grubu ile arasindaki farkin istatistiksel olarak onemli
olmadigr goriilmiistiir (p>0.05). Coziiniir patates nigastast i¢in Olgiilen enzim
aktivite degeri kontrol (100) olarak kabul edildi ve kullanilan substratlar icin
aktivite degisimi yiizde deger olarak hesaplandi. Maltotrioz, amilopektin ve piring
nisastasi ve maltotriozun aktivite degerleri sirasiyla %98, 97 ve 92 olarak
bulunmus ve kontrol grubu ile aralarindaki farkin istatistiksel olarak onemli
olmadig1 bulunmustur (p>0.05). Misir nisastasi, bugday nisastasi ve rafinoz igin %
aktivite degerleri sirasiyla %50, 83 ve 5 olarak hesaplanmig, kontrol grubu ile
aralarindaki fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0.05).
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Sonuglar irdelendiginde amilazin oldukga genis bir substrat spesifitesine sahip
oldugu ifade edilebilir. Amilazin rafinoza karsi az aktivite gosterdigi de

saptanmigtir.

Termofilik fungus Thermomyces lanuginosus F; a-amilazi ve glukoamilazinin
amilozu hizli bir sekilde hidrolizledigi, pullulan1 ise ¢ok az hidrolizledigi
bulunmustur (Odibo ve Ulbrich-Hofmann, 2001). A. tamarii a-amilazinin nisasta,
amilopektin ve amilozu hidrolizleme oraninin yiiksek oldugu, glikojen ve pullulani
cok yavas hidrolizledigi, siklodekstrinleri (a ve B) hidrolizleyemedigi bulunmustur
(Moreira vd., 2004).

Ektomikorizal fungus Tricholoma matsutake a-amilazinin substrast spesifitesi i¢in
farkli polisakkaritler kullanilmis, en iyi hidrolizlenen substratin ¢oziiniir nigasta
oldugu daha sonra sirasi ile amiloz A, amiloz, amiloz B ve glikojen oldugu
bulunmustur. Tricholoma matsutake o-amilazi o-1,6 baglarmi ve siklik
polisakkaritleri (a- ve B-siklodekstrin), a-1,4, a-1,6 ve a-1,3 baglarin1 da igeren
pullulan1  hidrolizleyemedigini  gdstermistir (Kusuda vd., 2003). Maya
Cryptococcus flavus a-amilazinin nisastaya karst maksimum aktivitesinin %100
oldugu, glikojen, amilopektin ve amiloza kars1 ise sirastyla %18.9, 16.7 ve 7.1
oldugu bulunmustur (Wanderley vd., 2004).

Cizelge 4.24. A. fumigatus HBF125 a-amilazinin substrat spesifitesi

; Enz/im Aktivitesi %
Substrat U/mg protein X L
((OR%F;: S.H.)) Aktivite
Coziiniir patates nisastasi 379359 +£ 6317 a 100
Maltoz 492948 + 18215 b 130
Dekstrin 444230 + 11340 b 117
Glikojen 389615 +20487 a 103
Maltotrioz 371153 £22702 a 98
Amilopektinl 369615 + 20654 a 97
Piring nisastasi 349359 + 8941 a 92
Bugday nigastasi 315000 + 5875 b 83
Amiloz 260897 + 2677 b 69
Misir nisastasi 190897 + 20021 b 50
Rafinoz 19102 + 1025 b 5

ORT: Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir.

S.H.: Standart hata.

X: Ayni siitunda farkli harfler tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak

onemlidir (p<0.05).
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4.10.8. Amilaz Aktivitesi Uzerine Metal iyonlar1 ve EDTA’nin Etkisi

Enzim aktivitesi lizerine metal iyonlarinin etkisini incelemek i¢in, enzim 1 mM, 5
mM ve 10 mM final konsantrasyonlarda AICl;, BaCl,, CaCl,, CoCl,, CuCly,,
FeCl;, KCI, LiCl, MgCl,, MnCl,, NaCl, NH,CI, NiCl,, HgCl,, ZnCl, metal
iyonlar1 ve EDTA igeren deney ortamlarinda 25 °C’de 30 dakika inkiibe edildi ve
aktivite tayini yapildu.

Metal iyonlar1 ve EDTA i¢ermeyen deney ortami kontrol olarak kabul edilip, aym
kosullarda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda deney gruplarmin kontrole gore
aktivite degisimleri yiizde deger olarak belirlendi ve sonuglar Cizelge 4.25 ile
Sekil 4.35’te verildi.

Mn%, Co?**, Ba** ve Ca*' iyonlarinin 1, 5 ve 10 M’lik konsantrasyonlari amilaz
aktivitesini kuvvetli bir sekilde aktive etmistir. Inkiibasyon sonunda denenen
konsantrasyonlarda geriye kalan enzim aktivitesi Mn*" i¢in sirastyla %192, 192 ve
191, Ca*" igin ise, %119, 156, 167, Co*" i¢in sirasiyla %142, 140 ve 123, Ba** %
105, 131 ve 142 olarak ol¢lilmiistir. Kontrol grubuyla aralarindaki fark
istatistiksel olarak dnemli bulunmustur (p<0.05).

1 mM’lik metal iyonu konsantrasyonunda, Fe**ve Cu®* iyonlar aktivite de %11 ve
27°1ik bir artis saglamis ve kontrol grubu ile arasindaki fark istatistiksel olarak
onemli bulunmustur. Na*, Zn®* ve Mg®* iyonunun aktivitede meydana getirdigi
degisim istatistiksel olarak Snemsiz bulunmustur. Denenen diger metal iyonlar
(NH,*, AP, Ni#*, Li*, K*, Hg?") enzim aktivitesinde sirasiyla %5, 8, 10, 5, 9 ve
22’lik bir azalmaya sebep olmus ve istatistiksel olarak Onemli bulunmustur

(p<0.05).

5 mM’lik metal iyonu konsantrasyonunda Li* ve Na' iyonlar1 aktivitede %6
oraninda bir artisa neden olmus ve bu fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur
(p<0.05). Mg*" Ni*, Fe*", Zn*, AI*", Cu** iyonlar sirastyla aktivitede %5, 7, 7,
8, 22 ve 25’lik bir azalmaya neden olmus ve kontrol grubu ile istatistiksel olarak
onemli bulunmustur (p<0.05).

Hg* iyonu 5 ve 10 mM konsantrasyonda enzimi tamamen inhibe etmistir. 10
mM’lik metal iyonu konsatrasyonunda Li* ve Na' iyonlar1 aktivitede 6nemli
oranda bir degisime neden olmamustir. Mg2+ Ni?*, Fe?*, zn**, AI**, Cu* ve NH,"
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iyonlart aktivitede %18, 22, 44, 5, 59, 85 ve 8 oraninda bir azalma meydana
getirmis ve bu fark istatistiksel olarak dnemli bulunmustur (p<0.05).

EDTA 1, 5 ve 10 mM’lik konsantrasyonlarinda aktivitede sirasiyla %18, 38 ve 49
oraninda bir azalma meydana getirmis ve istatistiksel olarak kontrol grubu ile
aralarindaki fark 6nemli bulunmustur (p<0.05).

Birgok enzimin maksimum aktivitesi i¢cin metal iyonu gereklidir. Eger enzim metal
iyonuna ¢ok siki bagliysa ve dogal durumunu korumak i¢in metal iyonuna gerek
duyuyorsa boyle enzimler metalloenzimdir. Metal iyonlarina daha zayif baglanan
ve sadece katalitik fonksiyon icin metal iyonlarina gerek duyan enzimler metal
aktif enzimler olarak adlandirilir. Metal aktif ve metalloenzimler igin metal
iyonlariin bir rolii de, reaksiyon sirasinda gelisebilen negatif yiik veya elektron
yogunlugunu dengeleyen elektrofilik katalizde rol oynamaktir. Birgok a-amilaz
metalloenzimdir ve aktivite, yapisal kararlilik ve stabilite i¢in kalsiyum iyonuna
gerek duyarlar (Sudha, 2012).

Calismamizda EDTA’nin enzim aktivitesinde 10 mM konsantrasyonda yaklasik
olarak %50 oraninda bir inhibisyona neden oldugu goriilmektedir. Fakat enzim
saflagtirma asamalarinda diyaliz isleminden sonra enzim aktivitesinin azaldigi
gorlilmiis, ortama kalsiyum ilave edildiginde aktivitede artis meydana geldigi
goriilmistiir. Diyaliz islemi ile ortamdan uzaklastirilan kalsiyumun ortama ilavesi
ile aktivite artisin meydana gelmesi enzimimizin metalloenzim oldugunu
gostermektedir. Saflagtirilan enzimin igerisinde kalsiyum olmasina ragmen 10
mM’lik konsantrasyonda aktivitede yar1 yartya bir inhibisyon meydana getirmistir.
Ortamda kalsiyum olmasina ragmen Ca®* iyonlar1 tekrar ilave edildiginde
aktivitede artis meydana gelmistir. Bu sonug da literatiir ¢aligmalarini destekler
niteliktedir.

Ayrica Mn*, Co®*, Ba* iyonlarmm enzim aktivitesini artirdiklar1 iyonlarm
enzimin stabilizasyonunda veya substrata baglanarak reaksiyon i¢in substratin

dogru yonelimini sagladigimi diisiinmekteyiz.

Cesitli mikroorganizmalarm nisasta hidrolizleyen amilazlarinm aktivite i¢in Mn*,
Cu?, Mg*, Fe*", Co®* gibi divalent katyonlara gereksinim duydugu bildirilmistir.
Penicillium citrinum HBF62 o-amilazinn Mn?*, Co®', Ba®*, Fe’* ve Ca*
tarafindan aktive edildigi, NH,;" ve AI** tarafindan inhibe edildigi bildirilmistir.
HBF62 amilazinin denenen diger metal iyonlart tarafindan zayif bir sekilde
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etkilendigi, Hg®* tarafindan inhibe edildigi bulunmustur (Metin vd., 2010). A.
carbonarius amilazi 2 mM Fe®* ve Co? tarafindan aktive edilmis, Ca®" gibi
divalent veya Na" gibi monovalent katyonlara aktivite icin gereksinim
gostermemistir. Mn*, Cu®*, Zn**, Ba®*, Hg®* ve EDTA enzim aktivitesini inhibe
etmistir (Okolo vd., 2000). Scytalidium thermophilum a-amilaz aktivitesinde 1
mM Ca®, Mg* ve Na' iyonlar1 %4-8 oraninda bir artisa sebep olurken, Zn**,
Mn?*, Ba** ve NH," sirastyla %47, 17, 12 ve 12 oraninda, 6zellikle Hg2+ ile Cu*
ise %85 ile 75 oraninda inhibisyona sebep olmustur. 10 mM konsantrasyonda ise
aktivitede Na* iyonu %10’luk bir artis gostermis, Ba®*, Ca**, Mn®*, NH," iyonlar
yaklasik olarak %18’lik inibisyona ve ozellikle Zn**, Cu®* ve Hg* iyonlar ise
%93, 96 ve 100’lik inhibisyona neden olmustur (Aquino vd., 2003). Maya
Cryptococcus flavus’un a-amilaz aktivitesinde 4 mM Mn?*, Mg?*, Zn*, Ca*,
Hg®*, Fe** ve Cu®" iyonlar sirasiyla %4, 5, 15, 30, 71, 80 ve 100 azalmaya sebep
olmustur (Wanderley vd., 2004). A. tamarii a-amilazi 10 mM Fe**, Pb*, Cu* ve
Hg®* tarafindan %90-98 oraninda inhibe edilmis, Ba®* tarafindan %23 oraninda
aktive edilmis ve denenen diger metal iyonlar1 tarafindan onemli bir sekilde
etkilenmedigi bulunmustur (Moreira vd., 2004). Streptomyces sp. No.4 amilazlari
(Amilaz 1 ve 2) lizerine 1 mM metal iyonlarmin etkisi incelenmis, Amilaz 1’in
Co*, Zn*, Ba®*, Pb**, Ca®* ve Mg?* tarafindan ¢ok az da olsa aktive edildigi, Ni*"
ve Mn? tarafindan etkilenmedigi, Sn**, Fe*, Cu®, Hg*" (%100) ve EDTA
tarafindan inhibe edildigi bulunmustur. Amilaz 2’nin ise, denenen tiim metal
iyonlart ile inhibe oldugu, EDTA’nin ise aktivitede %13’lik bir artisa neden
oldugu bulunmustur (Primarini ve Ohta, 2000).

Termofilik fungus T. lanuginousus ATCC 34626 a-amilazinin 10 mM’lik Zn®* ve
Co* tarafindan inhibe edildigi, Mn®** ve Fe?* iyonlarmmn aktiviteyi etkilemedigi,
Ca®*, Ba® ve EDTA tarafindan aktive edildigi bulunmustur (Nguyen vd., 2002).
Termofilik fungus T. lanuginousus o-amilazimin 5 mM Cu®" ve Fe®" iyonlar
tarafindan %90 oraninda inhibe edildigi, bunun da muhtemelen enzimin aktif
bolgesindeki karboksil gruplartyla kompleks olusturdugu, Mn?®*, Ca?*, Mg**, Ba®*
ve Cd*”un ise enzimi aktive ettigi bulunmustur (Petrova vd., 2000). Mucor sp.
amilaz1 Cu®*, Fe**, Ni** ve Hg*"’nin yiiksek konsantrasyonlarinda (25 mM) inhibe
olurken, Ca**, Mn*" ve Co* tarafindan daha az inhibe edildigi, 25 mM Mg®*
enzimi etkilemedigi, 5 mM EDTA’nin enzimi gii¢lii bir sekilde inhibe ettigi
bulunmustur (Mohapatra vd., 1998).



Cizelge 4.25. Aspergillus fumigatus HBF125 a-amilazinin farkli metal iyon konsantrasyonlarindaki enzim aktivitesi

1 mM 5mM 10 mM
. Enzim Enzim Enzim
Metal iyonu Aktivitesi Kalan Aktivitesi Kalan Aktivitesi Kalan
. X Aktivite . X Aktivite . X Aktivite
(U/mg protein) % (U/mg protein) % (U/mg protein) %
(ORT. +S.H.) (ORT. +S.H)) (ORT. + S.H.)

Kontrol 642647 £ 15883 a 100 642647 + 15883 a 100 642647 £ 15883 a 100
MnCl, 1234244 + 3282 b 192 1235084 + 6274 b 192 1189706 + 11697 b 191
CaCl, 763655 + 12944 b 119 1000630 + 13046 b 156 1038445 + 13776 b 167
BaCl, 677941 £+ 19868 b 105 838866 + 13596 b 131 883403 + 5510 b 142
CoCl, 915336 £ 13929 b 142 898529 + 4008 b 140 765336 £ 10504 b 123
CuCl, 813235 £ 14956 b 127 481303 + 15648 b 75 90966 + 3282 b 15
FeCls 714916 = 3030 b 111 275000 £ 5265 b 43 348529 + 6670 b 56
NaCl 658613 +2521 a 102 677521 + 16060 b 105 649370 + 21861 a 104
ZnCl, 621218 + 5837 a 97 593908 + 8435 b 92 590546 + 7598 b 95
MgCl, 625840 £ 9517 a 97 610714 £5042 b 95 512395 £ 12024 b 82
NH,Cl, 608193 £+ 728 b 95 643908 £ 7290 a 100 571218 + 14724 b 92
LiCl, 611975 + 7598 b 95 680882 + 15167 b 106 615336 + 20895 a 99
AICl; 593067 + 6670 b 92 500210 + 8528 b 78 253151 +£23017 b 41
KCI 585924 + 8016 b 91 656933 + 11606 a 102 590966 + 6917 b 95
NiCl, 577521 + 6358 b 90 595588 £ 16738 b 93 488025+ 17772 b 78
EDTA 524160 £+ 6563 b 82 401050 + 4954 b 62 319538 + 8201 b 51

HgCl, 503151 + 3439 b 78 0 0 0 0

ORT: Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir.
S.H.: Standart hata. X: Aym siitunda farkli harfler tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak onemlidir (p<0.05).
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4.10.9. Amilaz Aktivitesi Uzerine inhibitor ve Denaturantlarin Etkisi

Enzim aktivitesi iizerine inhibitér ve denaturantlarin etkisi Cizelge 4.26 ve Sekil

4.36’da gosterilmistir.

Triptofan inhibit6érii olan N-bromo suksinamid (NBS) 1mM konsantrasyonda
enzim aktivitesinde %88 oraninda bir inhibisyona neden olmus, 5 mM
konsantrasyonda ise enzimi tamamen inhibe etmistir.

SH-grubu (siilfidril grubu) inhibitorii olan f merkaptoetanol, SH-grubu ve disiilfit
grubu (-S-S-) inhibitérii olan ve ayn1 zamanda antioksidan olan 1,4- dithiothreitol
(DTT), arjinin inhibitorii olan 2,3 biitandiol 1 ve 5 mM konsantrasyonlarda enzim
aktivitesini sirasiyla %14, 3, 7 ve %8, 20, 27 oraninda arttirmistir. 2,3 biitandiol ve
DTT’nin 1 mM’lik konsantrasyonundaki artis istatistiksel olarak 6nemsiz, diger
artiglar dnemli bulunmustur (p<0.05).

Sistein spesifik inhibitorii ve siilfidril oksidasyon ajani olan 5,5-dithiobis (2-
nitrobenzoik asit) (DTNB), 1mM Kkonsantrasyonda enzim aktivitesini
etkilemezken, 5 mM da ise %10 oraninda bir inhibisyon meydana getirmistir.

Serin spesifik inhibitorii olan fenil metil siilfonil floriir (PMSF), karboksil grubu
inhibit6rii olan sikloheksil-N-(2-morfolinoetil)-karboimid metil-p-toluen-sulfonat
(CMC), sistein ve histidin alkilleyici iodoasetamid (IAA), kuvvetli bir inhibitor
olan floriir, katotropik ajan olan okzalat, indirgeyici madde glutatyon 1 mM
konsantrasyonda sirastyla %S5, 6,10,7,12 ve oraninda bir inhibisyona neden olmus
kontrol grubu ile aralarindaki fark istatistiksel olarak Onemsiz bulunmustur
(p>0.05). 5 mM konsantrasyonda ise enzim aktivitesinde sirasiyla %27, 8, 25, 4,37
ve 41 oraninda bir inhibisyona neden olmus ve kontrol grubu ile istatistiksel olarak

onemli bulunmusgtur (p<0.05).

Katotropik ajan olan borik asit ve sitrat 1 ve 5 mM konsantrasyonlarda enzim
aktivitesinde azalmaya neden olmus ve aktivitedeki bu azalma istatistiksel olarak
onemli bulunmustur (p<0.05).

Protein denaturanti olan {ire ve SDS 1 ve 5 mM konsantrasyonda enzim
aktivitesinde sirastyla %13, 26 ve %19 ve 10 oraninda bir inhibisyona neden
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olmustur. Aktivitedeki bu azalma kontrol grubu ile istatistiksel olarak Onemli
bulunmustur (p<0.05).

Triptofan inhibitorii olan NBS, amilaz aktivitesini tamamen inhibe etmistir. Bu da
amilazin aktif merkezinde katalizden sorumlu amino asidin triptofan oldugunu
gostermektedir. Yine Hg?* iyonunun enzim inhibisyonunun, aktif merkezde rol
oynayan indol grubu igeren triptofan amino asidinin bir belirteci olabilecegi
belirtilmistir (Wanderley vd., 2004).

Enzimin B-merkaptoetanol ve 1,4- dithiothreitol (DTT) tarafindan aktive edildigi
ve bu nedenle enzimin aktivitesinde molekil igi disiilfit kopriilerinin etkisinin
olmadig diistiniilmektedir.

Protein denaturanti olan irenin, yiiksek konsantrasyonlarda bile enzimin
aktivitesini ¢ok fazla etkilememesi enzimin ire’ye karsi oldukg¢a dayanikli
oldugunu gostermektedir.

Natronococcus sp. a-amilazinin %1°lik SDS ve 1 M iire varliginda aktivitesinin
%80 ve 74 oraninda inhibe oldugu, 1 mM PMSF nin inhibitor etkisi gostermedigi,
N-bromosuksinamidin ise %73 oraninda inhibe ettigi saptanmistir. Bu sonuglara
gore enzimin aktif merkezinde triptofan oldugu bulunmustur (Kobayashi vd.,
1992). Penicillium citrinum HBF62 a-amilazinin PMSF, NBS ve CMC varliginda
inhibe oldugunu bu sonuglara gore de enzimin aktif merkezinde serin, triptofan
kalintis1 ve karboksil gruplarinin katalitik fonksiyonda 6nemli bir rol oynadig
bildirilmistir (Metin vd., 2010).



Cizelge 4.26. a-Amilaz aktivitesi lizerine inhibitor ve denaturantlarin etkisi

. 1mM 5mM

Inhibitor ve

Denaturant Voliim Aktivite (U/mL) x Kalan Aktivite | Veliim Aktivite (U/mL) X Kalan Aktivite

(ORT. + S.H.) % (ORT. + S.H.) %

Kontrol 1303.00 +53.03 a 100 1303.00 + 53.03 a 100
3-Merkaptoetanol 1483.67 £41.91 b 114 1407.00 + 38.57 b 108
2.3-Biitandiol 1397.00 + 64.28 a 107 1649.00 + 26.91 b 127
DTT 1343.67 + 59.07 a 103 1561.00 = 29.46 b 120
DTNB 1355.67 +43.91 a 104 1178.33 +£42.81 b 90
PMSF 1236.33 + 61.10 a 95 951.67 +39.57 b 73
CMC 1227.00 + 37.47 a 94 1200.33 £5.93 b 92
Glutatyon 1220.33 +£67.43 a 94 773.67 £20.99 b 59
NAF 1207.00 = 42.72 a 93 1250.33 +£10.09 a 96
1AA 1174.33 + 64.85 a 90 971.67 +26.64 b 75
Okzalik Asit 1151.00 +21.07 a 88 990.33 + 7.69 b 76
Sodyum sitrat 1140.33 £49.02 b 88 1135.00 £ 16.17 b 87
SDS 1139.00 +31.90 b 87 960.33 +£49.27 b 74
Borik Asit 1073.67 £ 12.72 b 82 817.00 +11.37 b 63
Ure 1059.00 +44.23 b 81 1169.00 +22.12 b 90
NBS 156.33 £ 7.69 b 12 0 0

ORT: Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir.

S.H.: Standart hata.

X: Aynt siitunda farkli harfler tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak dnemlidir (p<0.05).
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4.10.10. Amilaz Aktivitesi Uzerine Organik Céoziiciilerin Etkisi

Enzim aktivitesi iizerine organik ¢oziiciilerin etkisini belirlemek icin aseton,
gliserol, 1,4-dioksan, etanol, metanol, dimetilsiilfoksit (DMSO), 1-propanol
kullanildi. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.27 ve Sekil 4.37’de sunulmustur.

Organik ¢oziiciilerin %10 konsantrasyonda aseton, etanol, metanol, DMSO enzim
aktivitesini etkilemedigi, %20 konsantrasyonda ise aktivitede sirasiyla %39, 77,
54, 29 oraninda inhibisyona neden olduklari saptandi.

Gliserol ve 1-propanol %10 konsantrasyonda sirasiyla %24 ve 74 oraninda
aktiviteyi inhibe ettigi, %20 konsanrasyonda ise %46 ve 85 oraninda aktiviteyi

inhibe ettigi bulunmustur.

Genel olarak kullanilan ¢6ziiciilerin dielektirik sabiteleri arttik¢a (sirastyla DMSO,
gliserol, metanol, etanol, aseton, n-propanol 1,4- dioksan) enzim aktivitesinde
%20 konsantrasyonda azalmaya neden oldugu goriilmektedir. Bu ¢ozeltilerin
hidrofilik 6zelligi nedeniyle (dielektrik sabitelerinin yiiksek) enzimle etkilesime
girerek, enzim yapisinda degisimlere neden oldugunu sdyleyebiliriz.

Organik ¢oziicii ilavesi yiiksek sicakliklarda olursa protein konformasyonu hizli
bir sekilde degisir, bu da organik ¢o6ziicli molekiillerinin proteinin i¢ kismina
erismesine olanak saglar ve burada bu molekiiller hidrofobik etkilesimleri bozarak
denatiirasyona  sebep  olabilirler  (http://biyokure.org/protein-saflastirmada-
cokturme-yontemleri/1782/).

Yapilan ¢alismada halophilic Nesterenkonia sp. amilolitik enzim aktivitesinin %20
oraninda aseton, etanol, siklohekzanol gibi suyla karismayan organik ¢oziiciilerin
%9 oraninda artis sagladigi, %50 konsantrasyonda ise enzim aktivitesini dnemli
oranda etkilemedigi bulunmustur. Yiizde elli toluen, benzen, kloroform ise enzim
aktivitesini sirastyla %57, 37 ve 22 oraninda arttirdigi, 1-biitanoliin ise enzim
aktivitesini azalttig1 bulunmustur (Shafiei vd., 2012).

Bacillus licheniformis Al20 tarafindan tretilen o-amilazi %10 oraninda etanol,
metanol, isopropanol, aseton gibi ¢oziiciiler ile gliserol gibi kimyasallara karsi
biiyiikk bir kararlilik géstermis, %20 konsantrasyonda ise bazi ¢oziiciiler (etanol,
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metanol, isopropanol) enzim aktivitesinde hafif bir diisiise neden olmustur. Aseton
ve gliseroliin ise enzim aktivitesini etkilemedigi saptanmistir (Abdel-Fattah vd.,
2013).

Cizelge 4.27. a-Amilaz aktivitesi lizerine organik ¢oziiciilerin etkisi

%10 %20

Inhibitor ve Voliim Aktivite Kalan Voliim Aktivite Kalan
Denaturant (U/mL) x | Aktivite (U/mL) x | Aktivite

(ORT. £ S.H.) % (ORT.£S.H)) %
Kontrol 1591.25 £27.54 a 100 1591.25 £27.54 a 100
Aseton 1707.92 + 28.66 a 107 964.58 +15.43 b 61
Metanol 1609.58 + 18.05 b 101 724.58 £ 13.41 b 46
Etanol 1572.92 £90.72 a 99 365.42 £20.22 b 23
DMSO 1562.08 +49.80 a 98 1136.25 +£10.41 b 71
Gliserol 1211.25 +20.97 b 76 866.25 +25.17 b 54
1.4 Dioksan 1122.08 +55.53 b 71 28542 +£17.93 b 18
1-Propanol 412.08 +£15.16 b 26 230.42 +23.33 b 15

ORT: Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir.

S.H.: Standart hata

X: Ayni siitunda farkli harfler tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak
onemlidir (p<0.05).
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4.10.11. Amilaz Aktivitesi Uzerine Deterjanlarin EtKisi

Enzim stabilitesi iizerine deterjanlarin etkisini belirlemek i¢in Tween 20, Tween
40, Tween 60, Tween 80 ve Triton X-100 kullanildi ve elde edilen degerler
Cizelge 4.28 ve Sekil 4.38da verildi.

Tween 60 ve Tween 80’nin %0.5 konsantrasyonda enzim aktivitesini sirasiyla
%16 ve 19 oranminda artirdiklar1 ve aktivitedeki bu farkin kontrol grubu ile
istatistiksel olarak onemli oldugu bulundu (p<0.05). %1 konsantrasyonda ise
aktivitede degisime neden olmadiklar1 goriildii.

Tween 20 ve Tween 40 %0.5°1ik konsantrasyonda enzim aktivitesinde %12 lik bir
aktivasyona neden olmasina ragmen, istatistiksel olarak bu fark onemli
bulunmamistir  (p>0.05). %1’lik konsantrasyonda ise enzim aktivitesi

etkilenmemistir.

Triton X-100 ise %0.5 ve 1’lik konsantrasyonlarda aktivitede %4-5’1ik bir azalma
meydana getirmesine ragmen kontrol grubu ile istatistiksel olarak 6nemsiz
bulunmustur (p>0.05).

Iyi bir deterjan enziminin yikama sirasinda etkili olmast igin deterjan bilesiminde
yaygin olarak kullanilan siirfaktan ve oksitleyici maddelere karsi uyumlu ve
kararli olmas1 gereklidir (Maalej vd., 2013). Aspergillus fumigatus HBF125
amilazinin non-iyonik deterjan varligin da oldukc¢a stabil oldugu ve deterjan

sektoriinde kullanima uygun oldugunu diisiinmekteyiz.

Bacillus licheniformis AI20 tarafindan tiretilen a-amilazin aktivitesi iizerine Triton
X-100, Tween-20 ve Tween 85 gibi deterjanlar ve SDS gibi siirfaktanlarin etkisi
calisilmistir. Deterjanlarin 9%0.25 oraninda denenen konsantrasyonunda enzim
aktivitesinin stabil oldugu, Triton X-100, Tween-20 ve Tween 85 % 0.5 ve 1’lik
konsantrasyonda ise aktivitede sirasiyla %16, 27, 41 ve %25, 28, 42 oraninda bir
kayba neden oldugu bulunmustur. Anyonik siirfaktan SDS’nin %l
konsantrasyonda enzim aktivitesinde %35’lik bir azalma gosterdigi saptanmistir
(Abdel-Fattah vd., 2013).

Bacillus licheniformis NH1 a-amilazinin 1 saat 40 °C de %1 oraninda Tween-20
ve Triton X-100 ile muamele edildigi ve bu siire sonunda aktivitede herhangi bir
kayip olmadigi bildirilmistir. %10’luk SDS varliginda ise aktivitede %20 oraninda
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bir azalma oldugu, %1’lik sodyum perborat (okside edici ajan) varliginda ise 1
saat sonunda %43 oraninda kayip oldugu bildirilmistir (Hmidet vd., 2008).

Termofilik bakteri Alicyclobacillus acidocaldarius a-amilazinin SDS, Triton X-
100, Tween-20 ve Tween-80 tarafindan etkilenmedigi ve stabil oldugu, iire
tarafindan inhibe edildigi belirlenmistir. Amilaz aktivitesi {lizerine siirfaktanlarin
etkisinin ¢ok diisiik oranda oldugu ve enzimin deterjan sektoriinde kullanima
uygun oldugu bildirilmistir. Ure denaturasyonunun ise enzimin bilesimindeki
hidrofobik amino asit kalintilarinin varligindan dolay:r oldugu bildirilmistir
(Satheesh Kumar vd., 2010).

Cizelge 4.28. a-Amilaz aktivitesi lizerine deterjanlarin etkisi

%0.5 %1
Deterjanlar Voliim Aktivite Kalan Voliim Aktivite Kalan
(U/mL) x| Aktivite (U/mL) x | Aktivite

(ORT. £ S.H.) % (ORT. £ S.H.) %
Kontrol 1261.25 + 26.73 a 100 1261.25 £ 26.73 a 100
Tween 20 1413.75 + 13.77 a 112 1298.75+104.05 | a 103
Tween 40 1407.92 + 55.83 a 112 1222.92 + 78.45 a 97
Tween 60 1462.92 + 60.25 b 116 1312.08 + 94.14 a 104
Tween 80 1500.42 + 117.92 b 119 1182.08 + 75.06 a 94
Triton X-100 1182.92 +22.05 a 94 1196.25 +19.42 a 95

ORT: Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir.

S.H.: Standart hata.

X: Ayni siitunda farkli harfler tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak
onemlidir (p<0.05).




159

140 -
HO05% WM1%
120 -
xX
.g 100
2
X 80
M
& 60 -
©
-2
v 40 -
]
& 20 -
O = T T T T T
<& AD W© S & Y
Q BN & & & \
© & & & & R
< < < < /\,«59

Sekil 4.38. a-Amilaz aktivitesi {izerine deterjanlarin etkisi.
4.10.12. Amilaz Aktivitesi Uzerine CaCl, Etkisi

Enzim aktivitesi ilizerine kalsiyum kloriiriin etkisini belirlemek i¢in, hazirlanan
stok CaCl, (100 mM) ¢ozeltisinden, final konsantrasyonu 1.0, 2.0, 3.0, 4.0, 5.0,
6.0, 7.0, 8.0, 9.0 ve 10.0 mM olacak sekilde deney ortamina ilave edildi, standart
deney kosullarinda aktivite dl¢limleri yapildi. Elde edilen veriler Cizelge 4.29 ve
Sekil 4.39°da verildi.

Denenen tiim konsantrasyonlarda enzim aktivitesi artmis ve kontrol grubu ile
aralarindaki fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0.05).

Bir¢ok metal katyonlari, genellikle agir metal iyonlari, siilfidril grup ajanlari, N-
bromosuksinimid, p-hidroksilmerkuribenzoik asit, iyodoasetat, EDTA ve EGTA
a-amilazi inhibe ederler. a-Amilaz, metalloenzimdir, ¢iinkii yapisinda en az bir
Ca?" iyonu bulunur. a-Amilazin kalsiyuma ilgisi diger iyonlardan daha kuvvetlidir.
Ca®, elektrodiyaliz ve EDTA ilave edilerek amilazlardan uzaklastirilir.
Kalsiyumsuz enzimler, Ca** iyonlari ortama eklendigi zaman yeniden aktive
olurlar (Gupta vd., 2003).

Diyaliz isleminden sonra aktivitede biiyiik oranda kayip meydana gelmistir. Enzim
tipimiz o-amilaz oldugu ve birgok amilazin metalloenzim oldugu literatiir

bilgisinde yer aldigi i¢in saflastirma adimindan sonra kalsiyumun etkisine
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bakilmistir. Baslangig¢ aktivitesine gore kademeli olarak kalsiyum miktar1 arttik¢a
enzim aktivitesinin tekrar geri kazanildigi goriilmiistiir. Bu islemden sonra biitiin
diyaliz basamaklarinda diyaliz tamponunun i¢ine 10 mM kalsiyum koyulmasina
karar verilmistir. Elde ettigimiz bu sonu¢ enzimimizin metalloenzim oldugunu
gostermektedir.

Cizelge 4.29. a-Amilaz aktivitesi izerine CaCl, etkisi

cacl, Voliim Aktivite Aktiviteki
(mM) (U/mL) X Artis
(ORT. £ S.H.) %

Kontrol 79.92 £0.33 a 100
1 97.42+5.73 a 122
2 141.08 + 6.39 b 177
3 206.08 +9.61 b 258
4 292.25+9.80 b 366
5 426.42 +39.55 b 534
6 635.25 +15.00 b 795
7 708.75 +2.31 b 887
8 773.08 +26.66 b 967
9 830.75+1.04 b 1039
10 836.92 +1.86 b 1047

ORT: Her veri li¢ tekrarin ortalamasidir.

S.H.: Standart hata.

X: Ayni siitunda farkli harfler tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak
onemlidir (p<0.05).

900 1
800 -
700 A
600 -
500 -
400 -
300 -
200 1
100 H

Voliim Aktivite (U/mL)

CaCl, (mM)

Sekil 4.39. a-Amilaz aktivitesi tizerine CaCl, etkisi
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4.10.13. Amilazin Tuz Toleransi

Amilazin tuz toleransi Cizelge 4.30 ve Sekil 4.40°de gosterilmistir. Yirmi dort
saatlik inkiibasyondan sonra 0.5-1 M NaCl konsantrasyonlarinda enzim
aktivitesinde kademeli bir artis olmus ve kontrol grubu ile arasindaki fark
istatistiksel olarak oOnemli bulunmustur (p<0.05). Ancak konsantrasyon
arttinldiginda aktivitede yavas yavas azalma goriilmesine ragmen aktivitedeki artis
kontrol grubuna gore yiiksek bulunmustur. NaCl’nin 0.5, 1, 2, 3, 4 ve 5 M
konsantrasyonlar1 i¢in kalan aktivite sirasiyla %185, 216, 164, 155, 151 ve 103
olarak bulunmustur.

Sicaklik, tuzluluk ve pH gibi endiistriyel islemlerde kullanilmak iizere ekstrem
kosullara toleransli ve yeni fizyolojik o&zelliklere sahip amilazlar iireten
mikroorganizmalarin kesfi olduk¢a Snemlidir. Enzimin tuz toleransinin oldukca
yiikksek olmasi, enzimin yiiksek tuz konsantrasyonu gerektiren endiistriyel
islemlerde de kullanima uygun olabilecegini gostermistir. Nisastanin sekerlestirme
islemlerinde ve endiistrideki farkli uygulamalarda kullanilan amilazlar i¢in, ytliksek
tuz toleransina sahip olmanin yararh bir 6zellik oldugu bildirilmistir (Mohapatra
vd., 1998). Tuz tolerans testinin, kirlilik kontrol mekanizmalarinda, seliiloz,
nisasta ve yiiksek oranda tuz iceren atik sularin islenmesinde onemli oldugu
belirtilmistir (Banerjee vd., 2001; Cordeiro vd., 2002).
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Sekil 4.40. a-Amilazin tuz toleransi.

Cizelge 4.30. a-Amilaz aktivitesi lizerine NaCl etkisi

NaCl Voliim Aktivite K_al_an
(M) (U/mL) X Aktivite %
(ORT. + S.H.)
Kontrol 293.75 +37.50 a 100
0.5 542.08 +51.34 b 185
1 635.42 +58.85 b 216
2 482.92 +£31.10 b 164
3 455.42 +42.83 b 155
4 443.75 £ 24.62 b 151
5 303.75+13.23 a 103

ORT: Her veri li¢ tekrarin ortalamasidir.

S.H.: Standart hata.

X: Ayni siitunda farkli harfler tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak
onemlidir (p<0.05).
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5. SONUC VE ONERILER

Adnan Menderes Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Molekiiler
Biyoloji Anabilim Dali Mikrobiyoloji laboratuarinda temin edilen ve cesitli
kaynaklardan izole edilen 91 fungusun sicaklik taramasi yapildiginda, 3 tane
termofilik, 18 tane de termotolerant olmak tizere 21 adet fungus belirlenmistir.
Termotolerant olarak belirlenen funguslarin Absidia sp, Acremonium sp., Mucor
sp., Penicillium sp. ve 14 tanesinin ise Aspergillus cinsine ait oldugu saptanmistir.
Termofilik olarak belirlenen i¢ fungusun ise Acremonium ve Aspergillus

cinslerine ait oldugu belirlenmistir.

Termofilik ve termotolerant olarak belirlenen 21 adet fungusda kalitatif enzim
taramalar1 yapilmis ve 15 fungusun amilolitik, 8 fungusun {ireolitik, 6 fungusun
seliilolitik ve 2 fungusun lipolitik aktivite gosterdikleri belirlenmistir. Funguslarin
proteolitik aktivite gostermedikleri bulunmustur.

Amilolitik aktivite bakimindan pozitif olan funguslar aflatoksin tiretme yetenekleri
bakimindan kalitatif olarak incelenmis ve iki fungusun UV 15181 altinda i1gima
yaptiklar1 belirlenmistir. Amilolitik aktivite zon ¢ap1 en iyi olan Aspergillus
fumigatus HBF125 ve HBF126 suslari1 ve aflatoksin iiretme yetenegi olan iki farkli
fungus secilmis ve akciger epitelyum hiicreleri kullanilarak toksin iiretme
yetenekleri Olgiilmiistir. HBF125 ve HBF126 tiirlerinin toksin tiretmedigi
saptanmustir.

HBF125 ve HBF126 tiirleri stv1 kiiltur ortaminda turetilerek 3,5-Dinitrosalisilik asit
metodu kullanilarak kantitatif olarak 6l¢iim yapilmistir. Optimum sicakliklar (70
°C), pH’lar1 (pH 7.0), enzim tipi (a-amilaz) belirlendi. Aspergillus fumigatus
HBFI125 tirii enzim {iretimi igin se¢ilmistir. Morfolojik olarak A. fumigatus
HBF125 olarak teshis edilen susun ITS gen bdlgesinin dizi analizi yapilarak
www.pubmed.com adresinde yer alan veri tabaninda kayith ve tiir tanis1 yapilmis
olan funguslar ile karsilagtirilmistir. Kargilastirilan dizler arasinda en yiiksek
benzerligin (%100) Aspergillus fumigatus ile oldugu saptanmistir. A. fumigatus
HBF125 izolatinin Genbank kayit numaras1 KJ530990°dir.

A. fumigatus HBF125 fungusunun amilaz tiretimi igin, kiiltiir kosullar1 optimize
edildiginde en yiiksek amilaz {iiretiminin 7 giinlilk sporulasyon ortami, %35
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inokulum orani, baslangic pH 5.0, sicaklik 35 °C ve karbon kaynagi %1.5 kepek
olarak bulunmustur.

Optimum kosullarinda iretilen A. fumigatus HBF125 kiiltiir ortamu siiziildiikten
sonra elde edilen ham ekstrakt sirasiyla ultrafiltrasyon ve nisasta affinite
kromatografisi islemlerinden gegirilerek %4.7°lik geri kazamimla 54.4 Kkat
saflagtirilmisgtir.

Saflagtirma basamaklarinda elde edilen fraksiyonlar, sodyum dodesil siilfat-
poliakrilamit jel elektroforezi (SDS-PAGE) ve poliakrilamit jel elektroforezi
(PAGE) ile zimografi yapilarak goriintiilenmis, enzimin iki alt iinitesinin oldugu
gorlilmiistiir. Standart proteinler kullanilarak enzimin molekiil agirligr yaklagik
olarak 160 kDa, alt iiniteleri ise yaklasik olarak 86.2 ve 73.8 kDA olarak
hesaplanmugtir.

Saflagtirilan  enzimin karakterizasyonu yapildiginda, maksimum enzim
aktivitesinin pH 5.5 ve 60 °C’de oldugu saptanmustir. Enzimin genis bir pH
araliginda (pH 4.0-8.0) olduke¢a stabil oldugu goriilmistiir. Enzimin 25-60 °C
arasinda aktivitesinin biiylik bir kismin1 korumasi enzimin sicaklik stabilitesinin
iyi oldugunu gostermistir. Amilaz enziminin nisasta igin, K, degerinin 1.45
mg/mL, Ve degerinin ise 909 U/mL oldugu bulunmustur. A. fumigatus HBF125
amilazinin genis bir substrat araliginda aktivite gosterdigi saptanmustir. En yiiksek
enzim aktivitesi substrat olarak maltoz kullanildiginda elde edilmistir. Amilazin,
denenen organik ¢dziiciilerin biiyiik bir kismimin diisiik konsantrasyonlarina karsi
(%10) aktivitesini biiyiik bir oranda (%70) korudugu, yiiksek konsantrasyonlarina
karst (%20) aktivitesini koruyamadigi gorilmiigtir. Amilazin, denenen
deterjanlarin  diisiik konsantrasyonlarina karsi (%0.5) aktivitesini korudugu,
yiiksek konsantrasyonlarina karst (%1) aktivitesini biiyiik bir oranda (%95)
korudugu goriilmiistiir. Enzimin NBS ile biiylikk oranda inhibe olmasi aktif
merkezde Kkatalizden sorumlu triptofan amino asidinin olabilecegini

disiindtirmiistiir.

Enzim Mn*, Co*"Ca** ve Ba’"un denenen tiim konsantrasyonlar: tarafindan
aktive edilirken, Hg?" tarafindan kuvvetli bir sekilde inhibe oldugu belirlenmistir.
Bunlar digindaki metal iyonlarinin enzim aktivitesinde diisiik konsantrasyonda (1
Mm) cok fazla inhibisyona neden olmadigi saptanmustir. A. fumigatus HBF125
amilazinin EDTA'nin denenen yiiksek konsantrasyonlarinda %50 oraninda inhibe

oldugu gozlenmistir. Enzimin saflastirma asamalarinda diyaliz isleminden sonra



165

enzim aktivitesinin azaldig1 goriilmiis ve ortama kalsiyum ilave edildikten sonra
aktivitede artis meydana geldigi belirlenmistir. Ortamda kalsiyum iyonu
bulunmasina ragmen EDTA’nin %50 oraninda inhibisyon meydana getirmesi
enzimin bir metalloenzim oldugu diisiincesini akla getirmektedir. Enzimin tuz
toleransinin ¢ok iyi oldugu belirlenmistir.

Caligmamizda elde ettigimiz veriler sonucunda A.fumigatus HBF125 amilaz
enziminin sahip oldugu karakteristik 6zellikleri ile endiistriyel alanda kullanilmasi
ve ekonomik agidan degerlendirilmesi Onerilebilir. Elde edilen enzimin ozellikle
deterjan endiistrisinde kullanima uygun oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica enzimin
tuz toleransmin yiiksek olmasi, yiiksek tuz konsantrasyonlari gerektiren
endiistriyel iglemlerde kullanima uygun olabilecegi disiiniilmektedir. Enzim saf
oldugu i¢in ilag sanayisindeki potansiyeli arastirilabilir. Enzimin karbonhidrat
kalintis1 igerip igcermedigi tespit edilecektir. Enzimin ait oldugu alt sinifin tam
olarak belirlenebilmesi i¢in enzimin elektroforezde saptanan bandi kesilerek, elde
edilecek saf amilazin amino asit sekanslarinin ¢gikarilmasi ve li¢ boyutlu yapisimin
aydinlatilmasi digiiniilmektedir.
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