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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

TERMOFiLiK_ Bacillus licheniformis SO5°TEN _a:AMiLAZIN MANYETIK ALAN
DESTEKLI UCLU FAZ AYIRMA SiSTEMIi iLE SAFLASTIRILMASI VE
KARAKTERIZASYONU

Seyma ARAS
Damisman: Prof. Dr. Melda SISECIOGLU

Amagc: Glinlimiizde nigasta hidrolizi mikrobiyal a-amilazlar kullanilarak gerceklestirilmektedir.
Amilazlar etanol, ekmek ve yiiksek fruktozlu misir surubu iiretimi, gida, tekstil, kagit ve deterjan
endiistrileri gibi ¢ok cesitli endiistriyel uygulamalarda kullanilmaktadirlar. Yapilan tez
calismasinda; Bacillus licheniformis SO5 susundan elde edilen amilazin hizl, tek adimli, basit ve
yeni bir teknik olan manyetik alan destekli tiglii faz ayirma sistemi (MFTPP:Magnetic Field-assisted
Three Phase Partitioning) ile kismi saflagtirilmasi, karakterizasyon ¢alismalarinin yapilmasi ve gida
endiistrisinde kullanim potansiyelinin arastirilmasi hedeflenmistir.

Yontem: Bacillus licheniformis SO5 (GenBank No: MGO076975) susundan a-amilaz igli faz
ayirma (TPP) kullanilarak tek bir adimda kismi olarak saflastirildi. Daha sonra bu sistemin faz
ayristirma oranlarini artirmak (yontemin siiresini azaltmak) i¢in kullanilan teknik, manyetik alan ile
kombine edildi ve manyetik alanin ekstraksiyon geri kazanimi iizerindeki etkisi incelendi.
Saflagtirilan amilazin biyokimyasal karakterizasyonu yapilarak enzim preparasyonunun ekmek
yapim siirecindeki performansi arastirildi.

Bulgular: a-Amilaz enziminin TPP teknigiyle saflastirilmast sirasinda ilk olarak tuz, organik
¢cozgen, pH, siire, sicaklik optimizasyonu yapildi. pH 9,0°da, 1,0:1,5 (kiiltiir sivisi:t-biitanol orani),
%30 amonyum siilfat doygunlugunda, 60 dakika boyunca 30°C’de gergeklestirilen TPP sonucunda
enzim %2105 verimle 1,84 kat saflastirildi. Bu tez kapsaminda literatiirde ilk defa uygulanan MFTPP
ile manyetik alan siiresi, gorev dongiisii ve manyetik alan giicii degistirilerek yapilan bir dizi deney
sonucunda sirastyla 10 dk, %30 ve 70 W’da %195 verimle 3,07 kat saflastirma gerceklestirildi.
Enzimin molekiil agirligi SDS-PAGE ile ~68,7 kDa olarak hesaplandi. a-Amilaz enzimi igin
optimum pH 7,0 ve optimum sicaklik 50°C olarak belirlendi. Enzimin 20-90°C sicaklik araliginda
biitiin degerlerde 30 ve 60. dk’da aktiviteyi %40 tlizerinde korudugu tespit edildi. %1 ve %5’lik
konsantrasyonlardaki yiizey aktif maddelerin varliginda enzimin yiiksek oranda stabil kaldigi, %10
ve %30’luk konsantrasyonlarda kullamlan organik ¢éziiciilerin aktiviteyi artirdig, Fe**, Mn?*, Zn*
ve Mg* metallerinin varliginda enzim aktivitesinin arttig1 belirlendi. B. licheniformis SO5
enziminin bugday nisastasi substrati i¢in Km, Vimax, Kcat, Ve Kcat/ Km degerleri sirasiyla 1,19 uM, 3,42
;,tmol.mL'l.dk'l, 1,425stve 1,2 sT.mM™ olarak hesaplandi. Ayrica firincilik endiistrisinde kullanim
potansiyelini aragtirmak amaciyla saflastirilan a-amilaz enzimi ile pisirme testleri gergeklestirildi
ve kullanilan enzimin mayalanma, ekmek sekli ve yumusaklik acisindan ekmek yapimi {izerinde
katki sagladig tespit edildi.

Sonug¢: Giiniimiizde biyomolekiilleri saflagtirmak i¢in gelismis ayirma tekniklerine yonelik giiglii
bir talep bulunmaktadir. Ciinkii etkili bir saflagtirma prosesi, iiretimin en 6nemli adimlarindan
birisidir ve toplam maliyetin 6nemli bir boliimiinii olusturmaktadir. Sonug¢ olarak bu tez
kapsaminda, manyetik alan destekli TPP'nin, a-amilazin yiiksek verimle kisa siirede kismen
saflastirilmasi igin etkili ve yeni bir teknik oldugu bulundu. Ayrica, B. licheniformis SO5 a-
amilazinin genis bir sicaklik ve pH araligindaki aktivitesi ve kararlilifi, c¢esitli metal iyonlari,
organik ¢oziiciiler ve ylizey aktif maddeleri varligindaki nispeten yiiksek kararliligi ve ekmek
yapiminda kullanilabilme potansiyeli bu enzimin gida basta olmak {izere pekgok endiistriyel
uygulama i¢in uygun bir aday oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Amilaz, Bacillus licheniformis, TPP, manyetik alan, ekmek {iretimi.
Ocak 2023, 82 sayfa



ABSTRACT

MASTER’S THESIS

PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF a-AMYLASE FROM
THERMOPHILIC Bacillus licheniformis SO5 USING MAGNETIC FIELD-ASSISTED
THREE PHASE PARTITIONING

Seyma ARAS
Supervisor: Prof. Dr. Melda SISECIOGLU

Purpose: Today, starch hydrolysis is carried out using microbial a-amylases. Amylases are used in
a variety of industrial applications, such as production of ethanol, bread and high fructose corn
syrup production, as well as food, textile, paper and detergent industries. In the thesis study; It is
aimed to partially purify the amylase obtained from Bacillus licheniformis SO5 by a fast, one-step,
simple and new technical magnetic field assisted three phase separation system (MFTPP: Magnetic
Field-assisted Three Phase Partitioning), perform characterization studies and investigate its
potential for use in the food industry.

Method: a-Amylase was partially purified from strain Bacillus licheniformis SO5 (GenBank No:
MGO076975) in a single step using triple phase separation (TPP). Then the technique was combined
with the magnetic field to increase the phase separation rates of this system (reducing the time of
the method) and the effect of the magnetic field on the extraction recovery was studied. The
performance of the enzyme preparation in the bread making process was investigated by
biochemical characterization of the purified amylase.

Findings: During the purification of amylase enzyme by TPP technique, salt, organic solvent, pH,
time and temperature were first optimized. As a result of TPP performed at pH 9.0, 1.0:1.5 (culture
broth:t-butanol ratio), a concentration of 30% ammonium sulfate, at 30°C for 60 minutes, the
enzyme was purified 1.84-fold with a yield of 105%.As a result of a series of experiments performed
by varying the magnetic field duration, duty cycle and magnetic field strength with MFTPP applied
for the first time, 3.07-fold purification was achieved with 195% efficiency at 10 min , 30% and
70W , respectively. The molecular weight of the enzyme was calculated as ~68.7 kDa by SDS-
PAGE. The optimum pH for the amylase enzyme was 7,0 and the optimum temperature was 50°C.
It was determined that the enzyme maintained its activity above 40% at 30 and 60 minutes at all
values in the temperature range of 20-90° C. It was determined that the enzyme remained highly
stable in the presence of surfactants at 1% and 5% concentrations, organic solvents used at 10% and
30% concentrations increased the activity, and the enzyme activity increased in the presence of
Fe?*, Mn?*, Zn?* and Mg®" metals. Km, Vimax, Keat, and Kea/Km values of B. licheniformis SO5
enzyme for wheat starch substrate were calculated as 1.19 pM, 3.42 umol.mL.dk?, 1.425 s and
1.2 sT.mM?, respectively. In addition, baking tests were carried out with the purified amylase
enzyme to investigate its potential for use in the bakery industry and it was determined that the
enzyme used contributed to leavening, bread shape and softness on bread.

Conclusion: Today, there is a strong demand for advanced separation techniques to purify
biomolecules. This is because an efficient purification process is one of the most important steps in
production and accounts for a significant portion of the total cost. Consequently, in this thesis,
magnetic field assisted TPP was found to be an efficient and novel technique for the partial
purification of a-amylase in a short time with high yield. Furthermore, the activity and stability of
B. licheniformis SO5 a-amylase over a wide range of temperature and pH, its relatively high
stability in the presence of various metal ions, organic solvents and surfactants, and its potential for
use in bread making indicate that this enzyme is a suitable candidate for many industrial
applications, especially food.

Keywords: Amylase, Bacillus licheniformis, TPP, magnetic field, bread production.

Jenuary 2023, 82 pages
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GIRIS

Giliniimiizde biyoteknoloji bilimi, biyoloji biliminin alt disiplini olmaktan ¢ikmis ve
disiplinlerarasi bir bilim haline gelmistir. En genel anlamiyla biyoteknoloji, “tiim teknolojik
uygulamalar, biyolojik sistemler, organizmalar veya organizmalardan iiretilen yapilar; bir
iriiniin  imalatinda, donistiiriilmesinde veya 6zel islemlerinde kullanilmasi” olarak

tanimlanmaktadir (Strickland, 2007; Schmid, 2003; Diversity, 2009).

Hizla artan diinya niifusu ve kiiresel talebin artmasiyla birlikte ekonomik, kolay
iiretilebilen, ¢evre dostu ve kolay pargalanabilen biyoteknolojik {iriinlere olan ilgide 6nemli bir
artis olmustur. Bunlarin basinda hiicrede veya hiicre dis1 ortamda ayn1 sekilde davranabilen
enzimler gelmektedir (Aehle, 2004).

Kiihna enzim kelimesini ilk olarak 1878 yilinda kullanmistir ve Yunanca “maya”
anlamma gelmektedir. Enzimler, canli organizmalarda meydana gelen biyokimyasal
reaksiyonlart hizlandiran biyolojik katalizorlerdir. Canli  organizmalarin  6zellikle
mikroorganizmalarin ekonomik kosullarda enzim tiretmeleri, trettikleri atitk miktarinin az
olmasi ve bu nedenle daha az cevre kirliligine neden olmalar1 gibi avantajlar, enzimlerin
endiistriyel alanlarda kullanimini oldukga cekici hale getirmektedir. Ortamda mevcut olan
enzim ve substrat miktari, reaksiyon ortaminin pH ve reaksiyon degerleri ve diger bazi fiziksel
faktorler, enzimlerin katalitik aktivitesini etkiler (Demirel & Giirbiiz, 1999; Aehle, 2004;
Robinson, 2015).

Enzimlerin kullanimina ilk olarak antik ¢aglarda baslandigina inanilmaktadir. Enzimler
yiizyillardir alkollii icecekler, ekmek, peynir, sirke gibi farkli gidalarin iiretim asamasinda ve
kumas/deri islenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Son yillarda biyoteknolojide meydana
gelen gelismeler ve iiretimde modern tekniklerin kullanilmaya baglanmasiyla birlikte enzim
endiistrisi 6nemli Olgiide geligmistir. Bu nedenden dolay1 endiistriyel 6neme sahip enzimlerin
daha bol ve ucuza iiretimine yonelik aragtirmalar her gecen giin hizla artmaktadir. Glinlimiizde
enzimler gida endiistrisinde; siit {iriinleri iiretiminde, bira liretiminde, etin islenmesinde, meyve
sularin berraklastirilmasinda, fruktoz surubu iiretiminde, deterjan endiistrisinde; protein ve
yaglarin pargalanmasinda, tekstil endiistrisinde; deri ve tekstil ipliklerinin islenmesini
kolaylastirmakta ve tipta teshis ve tedavi amaciyla kullanilmaktadir (Msakni, 2020; Kirk et al.
2022; Ozcan, 2005).



Mikrobiyal kaynaklardan elde edilen enzimlerin endiistriyel alanlarda artan kullanimi
biyoloji ve biyoteknolojide arastirma konusu olmustur. Mikroorganizmalar {ireme
sicakliklarina gore ti¢ gruba ayrilir. 20°C’nin altinda tireyen mikroorganizmalara psikrofil, 20°C
ile 50°C arasinda iireyen mikroorganizmalara mezofil, 50°C ile 80°C arasinda {iireyen
mikroorganizmalara ise termofil denir (Choi et al. 2015). Endiistriyel biyoteknolojide sagladigi
Oonemli avantajlar nedeniyle termofil bakteriler yaygin olarak kullanilmaktadir. Termofil
mikroorganizmalarin irettikleri enzimler yiiksek sicakliklarda aktiftir. Yiiksek termal
aktiviteye sahip enzimler, bu oOzelliklerini proteinin alt biriminde bulunan hidrofobik
etkilesimler yoluyla kazanir. Termoenzimler ayni zamanda basing yiiksekligine ve
denatiirasyona da yiiksek dayaniklilik gosterirler. Sahip oldugu bu 06zellikler dikkate
alindiginda termofilik mikroorganizmalar ve bu organizmalardan iiretilen enzimler genis bir

kullanim alanina sahiptirler (Atalah, 2019).

Biyolojik olarak dnemli proteinleri verimli bir sekilde ekstrakte etme ve saflastirma
islemi, biyokimya alanindaki en 6nemli arastirma konularindan birisi olmustur. Protein ve
enzim {iretimi i¢in ayirma ve saflastirma iglemleri genellikle toplam iiretim maliyetinin biiyiik
bir boliimiinii olusturur. Rekombinant terapétik proteinlerin, gida proteinlerinin ve endiistriyel
enzimlerin kiiresel pazarda artan bir etkiye sahip oldugu biyoteknoloji siireclerinin
gelistirilmesine yonelik 6nemli ¢abalar sarf edilmektedir (Sadana & Beelaram, 1994; Kelley et
al. 2009).

Spesifik proteinlerin iiretiminin basarisi, proteinin kullanim amacina uygun olacak
sekilde secilecek olan saflastirma proseslerine biiyiik 6lgiide baglidir. Prosesin tasarimi amaca
uygun bir sekilde yapilmazsa bu durum ekonomik ve teknik nedenlerle tiretimde basarisizliga
neden olabilir. Proteinlerin geri kazanilmasi, saflastirilmis iriinlerin yiiksek toplam maliyetine
katkida bulunan yiiksek miktarda kimyasal ve pahali ekipman kullanan siirecleri igerir. Bu
nedenle, islem siiresini kisaltabilen, daha uygun maliyetli, toksik olmayan ve g¢evre dostu
ozelliklere sahip olabilen yeni ayirma ve saflastirma teknikleri gelistirmek i¢in biiyiik bir caba

ve ilgi gosterilmektedir (Chew et al. 2019).



KURAMSAL TEMELLER

Endiistriyel Enzimler

Endiistriyel islemlerin bir¢ogunda hayvanlar ve bitkilerden elde edilen enzimler
kullanilmis olsada giiniimiizde endiistriyel enzimlerin biiyiik kismi ticari olarak kullanilan
mikrobiyal enzimler sayesinde ilerleme kaydetmisir. Endiistriyel mikrobiyoloji, binlerce yildir
alkollii igecekler, siit ve sebzelerin muhafazasinda, peynir, ekmek, sarap ve tursu gibi fermente
tirtinlerin hazirlanmasinda mikroorganizmalardan 6nemli 6lglide faydalanmustir (Arat, 2007;
Robinson, 2015).

Giintimiizde bilinen 3000 farkli enzim vardir ve bu enzimlerin 150-170 kadarinin
endiistriyel boyutta iiretimi gerceklestirilerek kullanilmaktadir. Kiiresel enzim pazari
incelendigi zaman endiistriyel enzimler i¢in 2018 yilinda pazar hacminin 9,3 milyar ABD dolar1
olacagi ve 2019 ylindan 2025 yilina kadar yillik %7,1 oraninda biiyiime gergekleserek 14,9
milyar ABD dolarina ulasacagi tahmin edilmektedir. Novozymes (Danimarka), DuPont-
Danisco (ABD) ve DSM (Hollanda) sirketleri kiiresel enzim pazari igin lider {ireticilerin
basinda gelmekte ve enzim pazarmin %75’den fazlasina hakim durumda bulunmaktadir. Ilac,
kozmetik ve kisisel bakim, yiyecek-igecek ve deterjan gibi alanlarda tiiketici ilgisine yonelik
iretim gerceklestirmesinden dolayr Kuzey Amerika lider enzim pazar1 olarak bilinmektedir

(Patel et al. 2017, Andrio & Demain, 2014).

Hidrolaz grubu enzimler kapladiklari %75°lik alan ile enzim pazarinda en bas sirada yer
almaktadirlar. Hidrolaz grubununu temel olarak proteaz, lipaz ve karbohidralazlar (amilaz,
maltoz, lakkaz) olusturur. Karbohidraz enzimlerin %70’den fazlas1 gida alaninda yaygin olarak

kullanilmaktadir (Liu & Kokare, 2017; Guerrand, 2017).

Amilaz

Hidrolaz grubuna mensup olan amilazlar nisasta ve polimer molekiillerini parcalar. a-
Amilaz (a-1,4-glukan-4-glukanohidrolazlar EC 3.2.1.1), nisasta molekiillerindeki glukozil
kalintilar1 ve diger benzer o-glukanlar arasinda bulunan a-1,4-D glukozidik baglarini
pargalayan bir nisasta hidrolize edici enzimdir. o-Amilaz {iriin olarak glikoz, maltoz, maltotrioz,
kisa zincirli oligosakkaritler ve a-limit dekstrin olusturur. Yalnizca a-amilaz degil, bakteri ve
mantarlardan iretilen -amilaz, glikoamilaz ve glikoizomeraz enzimleri de nisastay1 parcalama
giiciine sahiptir. Toplam enzim pazarinin yaklasik %25-30'unu olusturan a-amilaz, sahip

oldugu tistiin 6zelliklerden dolay1 polisakkaritlerin hidrolizi i¢in mevcut tiim amilazlar arasinda
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glikozit hidrolaz ailesinin (GH13) en yaygm kullanilan iiyesidir. Son yillarda enzim
kullaniminin nisasta endiistrisinde yayginlasmasindan dolay1 nisastanin farkli yollarla
pargalanmasina son verilmistir (Jane¢ek & Zamocka, 2020; Gupta et al. 2003; Lee, 1996; Syu
& Chen, 1997).

Nisasta bitkilerin fotosentezi sonucu ortaya ¢ikan tatsiz ve kokusuz bir tirltindiir ve elde
edildigi kaynaklar genellikle tahillar ve patatestir. Kimyasal 6zelliklerinin iyi tanimlanmis
olmasi ve biyolojik olarak pargalanabilirliginin yiiksek olmasi dolayisiyla gida alaninda ve gida
disindaki alanlarda genis bir kullanim yelpazesine sahiptir. Insanlarda ve hayvanlarda gida
maddesi olarak kullaniminin yani sira kagit, tekstil ve diger alanlarda da kullanilan 6nemli bir
maddedir. Hem aseton, etanol ve organik asitlere doniistiiriilebilir oldugundan hem de fermente
edilebilmesinden dolay1 polimer teknolojisinde en fazla kullanilan malzemelerdendir. Bugday,
piring, misir, tath patates, tapyoka ve patates gibi farkli kaynaklar nisasta liretebilmek i¢in
yaygin olarak kullanilmaktadir. Nisastalarin tiimii iretidigi kaynakla beraber isimlendirilir
(patates nisastasi, misir nisastasi, bugday nisastasi vb.). Nisasta, dallanmamis amiloz (a-1,4-D-
glukozidik baglardan olusur) ve dallanmig amilopektin (a-1,4-D glukozidik baglar ve a-1,6-D-
glukozidik baglar igerir) olmak {izere iki polimerden olusmaktadir (Jobling, 2004; Swinkels,
1990; Belgacem, 2011; Swinkels, 1998).

(a) Amiloz (b) Amilopektin

a-1.4- g]'l.lkﬂ.’.!dJk baglar

H:COH H:COH H COH \ H:COH

@@3 EA

Ay
H
OH

a-1,6-ghikondik bag

ﬂ-l-*ﬂ“kﬂﬂdﬂc bag'af H:2COH H2COH H:C
§
OH
HQO@DH
OH OH OH

Sekil 1. (a) Amiloz ve (b) Amilopektinin kimyasal yapis1 (Willfahrt et al. 2019)

a-Amilazlar, nisasta molekiillerinin yalnizca a-1,4-D-glukozidik  baglarini
parcalayabilir. Amilaz enzimleri endoamilaz ve ekzoamilaz olmak {izere iki gruba ayrilir. Farkli
uzunluklarda ve farkli sekillerde oligosakkarit olusturan endoamilazlar nisasta molekiiliinii
rastgele parcalar. Ekzoamilazlar ise pargalamayi indirgen olamayan ug kisimdan gerceklestirir

ve kisa son iiriinler olusturur (Gupta et al. 2003; Paul et al. 2021).



Amilazlarin o, B ve y olmak iizere li¢ farkli formu bulunmaktadir. a-Amilaz (EC
3.2.1.1); endo-etkili kalsiyum igeren bir metalloenzimdir. o-Amilaz, glikozidik bagini
parcalamak icin katalitik bolgesinde bir proton dondrii gibi davranan Glu ve niikleofilik Asp'yi
igeren iki amino asit kalintis1 bulunmaktadir (Wang et al. 2020; Janecek et al. 2014; Machius
et al. 1995; Taniguchi & Honnda, 2009). Terminal glukozidik bagin1 hidrolizliyemez ve temel
hidrolitik {iriinleri maltotrioz, maltoz, glukoz ve dekstrindir. Ca?* ve Cl- iyonlarin1 baglama
kabiliyetine sahip a-amilazlar aktif formda olmalari i¢in kalsiyum iyonuna ihtiya¢ duyarlar.
Diyaliz metoduyla uzaklastirilabilen Ca?* iyonlar: tekrar ilave edilerek enzim aktif forma
doniistiiriilebilir. Yapisinda bulunan kalsiyum iyonlar1 enzimi ¢esitli enzimlere, alkali pH ve
yiiksek sicakliga kars1 dayanikli kilar (Tatar, 2007; Quian et al. 1994; Declerck et al. 2000). -
Amilaz (EC 3.2.1.2); ekzo-hidrolaz enzimidir ve polisakaritin indirgeyici olmayan ucundan -
1,4-glukan bagini ayirarak maltoz verir. Glukoamilaz (EC 3.2.1.3); ekzo-etkili bir
glukoamilazdir ve polisakkaritlerin hem a-1,6 hem de indirgeyici olmayan terminal a-1,4
glukozidik baglariin hidrolizini katalize eder (Chen et al. 2012; Taniguchi & Honnda, 2009;
Wang et al. 2020).

Bitki, hayvan ve mikroorganizma gibi farkli kaynaklardan elde edilen amilazlar bir¢ok
farkli alanda kullanilmasina ragmen mikrobiyal kaynaklardan elde edilen amilazlar endiistride
yaygin olarak kullanilir. Mikrobiyal kaynakli a-amilazlar; kararli ve spesifik yapilari, bunlarla
iligkili karmasik bir biyokimyasal yol olmadig1 icin genetik diizeyde ve protein diizeyinde daha
kolay manipiilasyon, endiistriyel Ol¢ekte daha ucuza iiretilmeleri gibi ¢esitli avantajlara

sahiptirler (Dafe et al. 2017).

a-Amilaz kullanilan en eski enzimlerden birisidir ve endiistriyel agidan biiyiik bir 6neme
sahiptir. Ticari olarak en sik kullanilan a-amilazlar c¢esitli Bacillus tiirlerinden elde
edilmektedir. ilk olarak enzim iiretimi i¢in Bacillus subtilis kullanilmis, sonraki yillarda da
yaygin olarak enzim Bacillus licheniformis, Bacillus stearothermophilus ve Bacillus
amyloliquefaciens’dan elde edilmistir. a-Amilazlarin endiistriyel kullaniminda termostabilite
ve alkalin pH'a dayaniklilik aranan 6zelliklerdir (Lee, 1996; Syu & Chen, 1997, Paul 2021).
Nisasta yiiksek sicakliklarda (100-110°C) sivi forma doniistiiginden dolayr glikoz, kristal
dekstroz, dekstroz surubu, maltoz ve maltodekstrinler gibi degerli {irtinlerin endiistriyel iiretim
asamalarin1 daha iyi bir seviyeye getirebilmek icin termostabil enzimlerin arastirilmasi
giiniimiizde devam etmektedir (Asghur et al. 2007; Gomes et al. 2003; Pandey et al. 2000;
Konsoula & Liakopoulou-Kyriakides, 2007).



a-Amilaz Enziminin Kullanim Alanlari

Son yillarda a-amilazlar gibi amilolitik enzimlerin ¢esitli endiistriyel faaliyetlerin
gerceklestirilmesinde kullanimi artmistir. a-Amilaz giinlimiizde yiiksek fruktozlu misir surubu
ve etanol Uretimi, gida, tekstil, kagit ve deterjan endiistrileri gibi ¢ok cesitli endiistriyel
uygulamalarda kullanilmaktadir. a-Amilazlarin modern veya yeni uygulamalari arasinda atik
su aritma, hidrojel olusumu ve kontrollii ilag dagitimi i¢in amiloz ¢apraz bagli polimer (tablet)
hazirlama, farmasotikler/ilag ve bir biyofilm inhibitorii olarak kullanimi gibi uygulamalari
bulunmaktadir. Tablo 1’de, a-amilazin farkli endiistrilerdeki en gilincel uygulamalari
gosterilmektedir (Priya & Renu, 2018; Dumoulin et al. 1999; Suribabu et al. 2014;
Vaikundomoorthy et al. 2018).

Tablo 1. a-Amilazlarin Endiistriyel Uygulamalar1 (Far et al. 2020)

Endiistri Uygulama Mikroorganizma
Deterjan (camagir  Tiim s1v1 deterjanlarin %90’ 1inda a-amilaz Bacillus veya Aspergillus
ve bulagik) bulunur. a-Amilaz nisastali gidalarin kalintilarii ~ susu

pargalayarak leke ¢ikarmada kullanilir.

Nisasta a-Amilazlar icecek endiistrisinde alkolsiiz Bacillus

stvilagtirma iceceklerde tatlandirici olarak yaygin olarak stearothermophilus veya
kullanilir. Bacillus licheniformis

Yakat iiretimi Nisasta, mikroorganizma veya a-amilaz Saccharomyces cerevisiae

kullanilarak sekere doniistiiriiliir ve ardindan
seker etanole donistiiriilerek yakit olarak yaygin
olarak kullanilmaktadir.

Gida endiistrisi a-Amilazlar gida endiistrisinde ekmek kalitesini ~ Bacillus
artirmada, meyve suyu ve bira arittiminda, hayvan stearothermophilus’un
yemlerinin 6n isleminde yaygin olarak kullanilir. ~ termostabil maltojenik
amilazi

Tekstil endiistrisi Tekstil endiistrisinde dokuma agamasinin hizli ve  Bacillus susu
giivenli olabilmesi i¢in ipligin kopmamasi
onemlidir. Dokuma sirasinda iplige uygulanan
nigasta saglamlik kazandirir ve islemden sonra
dokuma kumastan uygulanan bir islem ile
uzaklastirilir.

Hamur ve kagit Tekstil endiistrisinde oldugu gibi kagit yapim -
asamasinda da kagidin mekanik hasarlara karsi
korunmasi gerekir. Bu asamada a-amilaz
kullanilir. Ayrica kullanilan a-amilaz kalitesini,
boyutunu ve sertligini artirir. Ayni zamanda kagit
icin iyi bir kaplamadir.




Termofilik Bakteriler

Termofilik bakterilerin ortaya ¢ikisi ilk olarak Misque tarafindan 1879 yilinda
gerceklesmistir. Coplerden, pisliklerden, topraktan ve nehir ¢amurlarindan izole edilen
termofilik bakterilerin 72°C’de gelisimi saglanmistir. 1982 yilinda Stetter ise Vvolkanik
alanlardan termofilik bakteri izolasyonu gerceklestirmistir (Misque, 1888; Diilger, 2003;
Adigtizel, 2006).

Yasadiklar1 sicaklia gore bakteriler ii¢ gruba ayrilir; psikrofiller, mezofiller ve
termofiller. -10°C’ye kadar olan sicakliklarda yasayan psikrofillerin optimum biiyiime
sicakliklar1 15°C’dir. Insanlar igin patojen etkiye sahip olan mezofillerin biiyiime sicakliklar:
ise 20-45°C arasindadir. Cogunlukla 45°C’nin {izerindeki sicakliklarda yasayan termofilik
bakteriler ise ¢esitli sicak su kaynaklarinda, karasal ve denizel volkanik alanlarda ve
hidrotermal menfezlerde faaliyet gosterirler (Caccoma et al. 2001; Deive et al. 2012; Baltas,
2012).

Bacillus cinsi

Aerobik, sporlu, gram pozitif ve gubuk sekilli Bacillus tiirleri dogada hemen her yerde
mevcuttur ve bazi tiirleri yasa bagli olarak zamanla gram negatif olabilir. Yasam alanlari
buzullar, sicak su kaynaklar, tath su ve ¢ollerdir. Her ortamda yasayabilir 6zellik saglayan
cesitli yeteneklere sahiptir. Sahip oldugu sporlar sicak, soguk, radyasyon ve dezenfektan gibi
zorlu sartlara kars1 dayaniklidir (Turnbull et al. 1996).

Optimum gelisim gosterdikleri sicaklik araligi 25-27°C olmasina ragmen 75°C’nin
tizerinde ve 3°C’nin altida gelisebilen tiirleride mevcuttur. Ayni sekilde pH 2,0 gibi ¢ok diisiik
ve pH 10,0 gibi yiiksek pH’larda gelisim gosterebilirler (Drobniewski, 1993).

a-Amilaz, proteaz, riboniikleaz gibi termostabil 6zellige sahip enzimleri iireten Bacillus
tiirlerinin gida, ilag, deterjan, kagit gibi endiistriyel alanlarda kullanimlar1 oldukca yaygindir

(Bolton et al. 1997).

Bacillus licheniformis

Topraklardan ve bitki materyallerinden izole edilen endospor olusturabilen gram pozitif
organizmadir. Ortam sartlar1 kotii oldugu zaman spor olustururlar. Yiiksek sicakliklarda bile
hayatta kalma kabiliyetine sahip olmalarina ragmen 55°C’de optimum biiyiime gosterirler.
Yiiksek protein salgilama yetenegi bulundugundan dolay: ticari olarak yaygin kullanilirlar

(Divakaran et al. 2011; Veith et al. 2004).



Enzim salgilanmasini optimum 37°C’de gergeklestirirler. Doganin her yerinde yaygin
olarak bulunan B. licheniformis’in sayis1 tam olarak bilinmemesine ragmen toprakta gram
basina diisen bakteri sayis1 106-107 olarak bilinmektedir (Veith et al. 2004).

Enzimlerin Saflastirilmasi

Hiicre i¢inde enzimler genellikle diger proteinler, niikleik asitler, polisakkaritler ve
lipidlerle birlikte bulunur. Enzimi saflagtirmak amaciyla kirletici materyali uzaklastirmak icin
cesitli yontemler kullanilabilir. Saflagtirma seviyesi ne kadar yiiksek olursa, enzim {iretim
maliyeti de o kadar yiiksek olur. Endiistriyel alanda uygulama s6z konusu oldugunda genellikle

saflagtirma derecesi daha diisiik olan enzimler kullanilmaktadir (Rajendran et al. 2022).

Endiistriyel enzim iiretim prosesinin uygulanabilir oldugu kadar ekonomik olmasi da
gerekir. Uretilen enzimin saflagtirilmasi, enzim iiretim maliyetinin biiyiik bir kismin igerir.
Endiistriyel dl¢ekte a-amilaz iiretilirken dikkat edilmesi gereken belirli kriterler bulunmaktadir.
Amilaz iiretiminde yiiksek verim elde edebilmek i¢in, ekonomik subtratlarin kullanima, yiiksek
verimle a-amilaz iireten suglarin kullanimi, proses parametrelerinin optimizasyonu ve en uygun
alt akim islemlerinin (downstream proses) belirlenmesi gibi birkag temel strateji gelistirilmistir.
Bunlarin igerisinde downstream prosesler, en zorlu basamagi olusturmaktadir. Ciinkii
downstream prosesi olusturan tiim teknikler olduk¢a maliyetli olan sofistike enstriimantasyon
gerektirebilir ve ayn1 zamanda bu siirecte hem enzimin biyolojik aktivitesini kaybetme olasilig1

yiiksektir, hemde enzim kayb1 s6z konusu olabilir.

Enzim saflastirmanin farkli yontemleri bulunmaktir. Ancak nihai yontemin segilmesi
enzim pazarina, maliyete, nihai kaliteye ve mevcut teknolojiye baglidir. Enzimleri saflagtirmak
icin kullanilan ¢Oktiirme, kolon kromatografisi, membran ayirma, kristallestirme ve
ultrafiltrasyon gibi geleneksel saflastirma teknikleri zahmetli, maliyetli, zaman alic1 birkag
adimdan olusmaktadir. Bu nedenle, bu dezavantajlar1 ¢ozmek i¢in sulu iki fazli sistem (ATPS),
1styla ayirma (TMP) ve tclii faz bolimleme (TPP) gibi alternatif bir geri kazanim teknikleri
gelistirilmistir (Madhavan Nampoothiri et al. 2010; Rather & Gupta, 2013).

Uclii Faz Ayirma (TPP)

Gilinlimiizde geleneksel teknikler kullanilarak homojenatta bulunan ¢ok sayida proteini
saflastirmak pahali ve zaman alicidir. Bu dezavantaj1 ortadan kaldirmak amaciyla yeni yontem
arayis1 baslamistir (Camurlu vd. 2020). ilk defa Lovrien ve arkadaslari tarafindan geleneksel
yontemlere alternatif olarak diigiiniilen TPP teknigi Onerilmistir (Gagaoua & Hafid, 2016).
Enzimler gibi protein bilesiklerinin kompleks karigimlardan ayrilmasini saglayan TPP yontemi

basit, diisiik maliyetli ve etkili bir tekniktir (Dennison & Lovrien, 1997).



Uclii faz ayirma sisteminin prensibi

TPP teknigi kiltiir stvisina farkli doygunluklarda tuz (genellikle amonyum siilfat) ve
¢ozinirligli az olan bir alkol (¢cogunlukla t-biitanol) ilavesiyle gercgeklesir. Proteinlerin
yiizeylerindeki etkilesimi artiran tuz salting-out metoduyla proteinleri ¢ozeltiden ayirir ve su
molekiilleri tuz iyonlar tarafindan ¢ekilerek proteinlerin ¢okmesi saglanir. Sistemde kullanilan
t-biitanol, etanol, metanol gibi alkoller ise bagli oldugu protein parcaciklarinin kaldirma
kuvvetini artirarak konsantre bir tuz ¢dzeltisinde yiizmelerini saglar. Ayirim gergeklestikten
sonra ii¢ faz olusur. Pigmentler, lipitler ve non-polar bilesiklerin toplandig: iist faz organik
cozgence zengindir. Proteinler, sakkaritler gibi polar olmayan bilesiklerin toplandig: alt faz
tuzca zengin fazdir. Organik ¢o6ziicii ile sivi alt faz arasinda olusan kisim ara fazdir ve olusan
ara faz ¢oken proteinleri bulundurur (Algicek, 2017). Bununla birlikte, biitiin proteinlerin ara
fazda toplanmalar1 beklenmez. Hidrofobisite, proteinin molekiiler agirligi ve fiziksel kosullar
(sicaklik, pH) gibi parametreler bu dagilma ve ayirma islemini etkilemektedir (Bayraktar &
Onal 2013).

Tat t-biitanol faza

|
£ || Oclii fax bSlimleme [ Faz ayrum / Araviz cikelti

(TPF) i . e

I'I
|I‘. '
v

Alt zulu faz

i egigigi

Sekil 2. Uglii faz ayirma

TPP iyonik siddet, kosmotropi, osmotik stres, ara ylizey gerilimi ve yigilma
etkilesimleri gibi cesitli faktorlerin etkiledigi kompleks bir yapi sergileyen fizikokimya esaslt
bir tekniktir. TPP sisteminde proteinler kaynaklarina, molekiiler agirliklarina, pl’lerine ve
sicakliklarina bagl olarak farkli davraniglar gosterirler (Pike & Dennison 1989; Saxena et al.
2007).

Uclii faz ayirma sisteminin avantajlari ve dezavantajlari sunlardir;
Avantajlari;

o Kisa ve basit bir saflagtirma teknigidir.
¢ Yontemde kullanilan ¢6zelti miktarlari, fiyati ve tekrar kullanimlarinin miimkiinliigi

g0z Oniine alindiginda maliyeti oldukca disiiktiir.
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e (Oda sicakliginda kolaylikla uygulanabildiginden farkli bir sicaklik ayarlamasina
ithtiya¢ duymaz.

¢ Kiiciik hacimler i¢in basariyla uygulanabildigi gibi 6l¢ek biiyiitmek miimkiindiir.

e Protein denatiirasyonuna sebep olmaz.

e Kromatografik tekniklerin aksine proteinleri saflagtirir ve saflastirilmis proteini
konsantre hale getirir.

e Kiiltiir stvisina direkt olarak yontem uygulanabilir (Algicek, 2017; Duman, 2016).
Dezavantajlari;

e Saflastirma islemine tabi tutulan hassas proteinler, kullanilan t-biitanol ile denatiire
olabilirler.

e Kullanilan tuzun enzimin aktivitesinde bir azalmaya sebep olmamasi igin ek bir
basamak olan diyaliz islemi ile tuzun ortamdan uzaklastirilmasi gerekir.

e Ortamda az miktarda protein bulunmasi durumunda TPP iglemi uygun degildir
(Algicek, 2017).

Uclii Faz Ayirma Cesitleri

TPP’nin siiresini minimuma indirerek geri kazanim ve safligini artirmak amaciyla TPP

sistemi ile yiiriitiilen farkli teknikler gelistirilmistir.

€. D) Manyedk Alan

gy M
= Metal Ligand
[ Raivdom
L oimeigms
o

Enzimle
Iglenmig hicre

Sekil 3. Uglii faz ayirma cesitleri
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Ultrasonik destekli iiclii faz ayirma (UATPP)

UATPP nispeten yeni ve daha az kesfedilmis saflastirma tekniklerinden biridir.
Ultrasonikasyon, farkli fitokimyasallarin ekstraksiyonu, biyokataliz, adsorpsiyon ve
biyoremediasyon siiregleri igin birgok kati-sivi ekstraksiyon isleminde verimi ve kiitle
transferini arttirdigi uzun zamandan beri bilinmektedir (Rokhina et al. 2009; Xia et al. 2012).
Bu yontemde, kiitle transfer direnci azaltilarak daha kisa siirede daha yiliksek verim elde

edilmesi saglanir (Day & Rathod, 2013; Ketnawa et al. 2017).

Ultrasonik dalgalarin etkisi altinda olusan gaz kabarciklar1 ¢oker ve ortamda sok
dalgalar1 ve mekanik hareketler olusturur. Enerji yogunluklarinda ve mekanik kaymalarda
meydana gelen degisiklik farkli fazlar arasinda kiitle transferini hizlandirir (Pakhale &

Bhagwat, 2016).

Mikrodalga destekli iiclii faz ayirma (MWTPP)

TPP’nin verimini daha da artirmak i¢in yapilan bir¢ok teknik arasinda en yeni ve basaril
deneme, li¢ tabakanin olusumuna yardimci olmak i¢in mikrodalga radyasyonun kullanilmasi
olmustur. MWTPP numunelerde bulunan ¢oziiciileri mikrodalga enerjisini kullanarak 1sitan
yeni bir tekniktir. Coziicli polaritesi ve sicakligina bagli olarak isinmanin sebep oldugu yerel
sicaklik ve artan basing nedeniyle bitki/mikroorganizma hiicrelerinden biyomolekiillerin
salinimini hizlandirir. Bu durum numune ve ¢oziicii igerisinde bulunan hedef bilesiklerin
ayrimini hizlandirarak ekstraksiyon siiresini ve ¢oziicii tilketimini azaltir. MWTPP sistemi,
diisiik maliyeti ve yliksek performansindan dolayr arastirmacilar tarafindan biiytik ilgi

gormiistiir (Dahmoune et al. 2015; Rahath Kubra et al. 2013; Chew et al. 2019).

Makroafinite ligand-kolaylastirilmus iiglii faz ayirma (MLFTPP)

Klasik TPP teknigi kullanilarak gelistirilen bir tekniktir. Yontemde proteinleri
saflagtirmak i¢in ortama eklenen akilli polimerler kullanilir. Bu teknik, akilli afinite
mikroligand boliimlemesine dayanarak ham siispansiyonlarin dogrudan islenmesine izin verir.
Akalli afiniteli mikroligand ortama (NHa)2SO4 Ve t-biitanol eklendikten sonra ¢okelerek alt sulu
faz ve t-biitanol agisindan zengin olan iist faz arasinda bir ara yiizey ¢okeltisi olusturur.
Mikroligand hedef proteine segici olarak baglanirken afinite kompleksi bir arayiizey ¢okeltisi
olusturur. Karisim daha sonra tuzlu fazda ¢éziinmiis ¢okelti ve t-biitanol tabakasi olarak iki
kisma ayrilir. Cokelti, hedef proteinlerin geri kazanimi igin ayrigtirtlir (Mondal & Grupta, 2006;
Mondal et al. 2003).

Akilli polimerlerin MLFTPP’de kullanilmas1 geleneksek TPP’ye kiyasla dogal yapiya

yakin konformasyona sahip proteinlerin basarili bir sekilde saflastirilmasini saglar. Diisiik
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isletme maliyetleri, yiiksek segicilik, kolay 6l¢eklenebilirlik ve homojenatin herhangi bir 6n
islem gerektirmemesi MLFTPP’nin 6nemli avantajlarindandir (Raghava et al. 2008; Gautam et
al. 2012; Sharma et al. 2004).

Iyonik likit iiclii faz ayirma (ILTPP)

Proteinlerin geri kazanimi igin iyonik sulu iki fazli sistemlerin kullanimi aktif olarak
devam etmektedir ancak ILATPS arastirmasi, uygulanabilirliginin 6niindeki en biiyiik engel
olan biyomolekiillerin geri kazanimi1 konusunda eksiktir. Iyonik sivi TPP, hem TPP hem de
ILATPS’nin faydalarimi birlestirir. Bununla birlikte, ekstraksiyon i¢in iyonik likit (IL)
kullaniminin ana zorluklarindan biri, her islem sonunda pahali olan IL’yi geri kazanma
yetenegidir. IL’nin geri kazanilabilirligi ve yeniden kullanilabilirligi, ekstraksiyon isleminin

verimini belirler (Lee et al. 2017; Alvarez-Guerra et al. 2014).

Uclii Faz Ayirma Sistemini Etkileyen Parametreler

TPP sisteminin geri kazanim (verim) ve saflik derecesini artirabilmek amaciyla
tuz/organik ¢oziicii tipi ve doygunlugu, sistemin pH’1, sistemin sicakligi gibi bir¢ok faktor

arastirilmakta ve optimizasyon ¢alismalar1 yapilmaktadir.

Tuz doygunlugunun etkisi

TPP’de amonyum siilfat, sodyum siilfat, magnezyum siilfat gibi siilfat tuzlar
kullanilabilir, fakat sahip oldugu yiiksek ¢6ziiniirliik ve iyonik siddeti nedeniyle (NH4)2SO4
(amonyun siilfat) TPP isleminde en fazla kullanilan inorganik tuzdur. Protein protein
etkilesimlerinden ve ¢okelmesinden sorumlu olan amonyum siilfat sistemde 6nemli bir rol
oynar. Sistemde kullanilan tuz doygunlugu istenen verimin elde edilmesi igin optimize
edilmelidir. TPP isleminin optimize edilmesi i¢in en diigiik tuz doygunlugu (%20) ile baslanir
ve artan doygunluklarda islem devam eder. Artan tuz doygunlugu ile su molekiillerinin protein
tabakasindan ayrilmasi desteklenir. Yiiksek tuz ¢okelmesinde, tuz iyonlar: tarafindan adsorbe
edilen su molekiilleri protein molekiillerinin ¢okelmesine neden olur (Yan et al. 2018; Choonia

& Lele, 2013).

Organik coziicii etkisi

TPP’de kullanilan n-heksan, aseton, metanol ve etanol ile karsilastirildiginda daha az
yanict ve yiiksek kaynama noktasina (84°C) sahip olan t-biitanol sistemde yaygin olarak
kullanilir. t-biitanole ek olarak n-propanol, izopropanol, n-biitanol, n-pentanol ve n-heksan gibi
bircok organik c¢oziicliniin sisteme etkisi incelenmistir. Bu c¢oziiciiler t-biitanol ile

kiyaslandiginda yiiksek deaktivasyon ve diisiik arayiiz ¢okelmesi olusturur. Dallanmis yapist
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ve boyutu dikkate alindigi zaman protein molekiillerinin igine giremeyen t-biitanol
denatilirasyona sebep olmadigi kabul edilmektedir, fakat yiliksek t-biitanol konsantrasyonunda
protein ¢okelmesini engelleme ihtimali yiliksektir. t-biitanol miktarinin artmasina paralel olarak
¢Ozelti viskozitesinin artmasindan dolayr hedef iirlin miktarinda artis olmadigi dikkat
cekmektedir. TPP isleminde basar1 elde etmek icin uygun ¢oziicii se¢cimi olduk¢a 6nemlidir
(Vetal et al. 2014; Dennison & Loverian, 1997; Dennison et al. 2000; Chaiwut et al. 2010; Yan
et al. 2018).

pH etkisi

TPP ile saflastirma isleminde protein ve enzim zenginlestirme ve saflastirma verimliligi
tizerinde pH’1in olumlu ve biiyiik bir etkisi vardir. Bu etki ¢ogunlukla pH’daki degisiklikler
nedeniyle proteinlerin yiizeyindeki amino asit kalintilarindaki degisikliklerle iliskilendirilir.
Buna ek olarak yiiklii proteinler ve fazlar arasinda olusan elektrostatik etkilesimler boliinme
davranigini bir dereceye kadar etkiler. TPP sisteminde hedef alinan proteinin ara faza veya sulu
faza gecmesi esas olarak pl’sma dayamr (Dennison & Lovrein, 1997; Calci et al. 2009; Ozer et
al. 2010). pH degeri pl degerinin iizerinde oldugu zaman protein yiizerinde bulunan negatif
yuiklii amino asit kalintilar1 proteini negatif yiiklii hale getirir ve sonug olarakta protein sulu
fazda kalir. Bu durumun aksine pH degeri pl degerinin altinda oldugu zaman protein orta fazda
toplanip zenginlesecektir (Dennison & Lovrein, 1997; Wang et al. 2011). Bu nedenden dolay1
TPP isleminde ¢alisilacak uygun pH degerini bulmak olduk¢a 6nemlidir.

Sicaklik etkisi

TPP islemlerinin cogu genellikle diisiik sicakliklarda gerceklestirilir ve boylece protein
denatiirasyonunun minimum olmasi saglanir (Dogan & Tari, 2008; Garg & Thorat, 2014). TPP
islemlerinin diisiik sicaklik gerektirdigi literatiirde belirtilmemistir fakat amonyum siilfat ve t-
bilitanolden olusan TPP sisteminin etkisinin diisiik sicakliklarda daha yiiksek oldugu
goriilmektedir ve bu nedenle TPP’lerin ¢ogu normal sicakliklarda gerceklestirilmistir. TPP
sistemi igin optimal sicaklik araligi 20-40°C olarak birgok ¢alismada belirtilmistir (Garg &
Thorat, 2014; Sharma & Gupta, 2001a). Buna ek olarak 40°C’nin iizerindeki sicakliklarda
ucuculugu artan t-biitanol daha az hacimde saflastirmaya sebep olacaktir. Biitliin bunlara ek
olarak yiiksek sicaklikta kurulan TPP sistemi daha fazla enerji ihtiyacina ve tiiketimine yol

acgacaktir.
Amilaz ve TPP sistemi ile yapilan literatiir calismalarindan bazilari sunlardir;
Salvi & Yadav (2020) yaptiklar1 ¢alismada epoksit hidrolaz enzimini TPP teknigini

kullanarak kismi olarak saflagtirmiglardir. Yapilan saflagstirma sonucunda bir ¢okelti olarak ara
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fazda toplandigimni gozlemlemislerdir. Organik ¢oziicii olarak dimetil karbonat ve tuz olarak
amonyum siilfat kullanmislardir. Daha sonra sisteme mikrodalganin etkisini gozlemlemek
amaciyla klasik TPP’yi mikrodalga ile birlestirmislerdir. Amonyum siilfat doygunlugu, kiiltiir
stvistiorganik ¢6ziicii miktar1 ve sicaklik degerlerini sirasiyla %40, 1,0:1,5 ve 45°C olarak
belirlemis ve belirledikleri bu sartlar ile %121,2 + %1,6 verimle 2,14 + 0,03 kat saflastirma
orani elde etmislerdir. Ayn1 kosullart 20 W ve %50 gorev dongiisti ile mikrodalga altinda
uygulamis ve %142,6 = 1,9 verimle 2,38 + 0,02 kat saflagtirma elde etmislerdir. MTPP nin
klasik TPP’ye kiyasla geri kazanim yiizdesini 1,17 kat artirdigini ve bu teknigin epoksit hidrolaz
enzimini etkili bir sekilde saflagtirmak ve geri kazanmak icin etkili bir yontem oldugunu

belirtmislerdir.

Patil & Yadav (2018) yaptiklar1 ¢alismada Ttametes hirsuta MTCC-1171 susundan
tiretilen lakkaz enzimini ilk kez mikrodalga destekli TPP (MWTPP) teknigini kullanarak kismi
olarak saflagtirmiglardir. %40 amonyum siilfat doygunlugu, 1:1 (v/v) kiiltiir sivisi:t-biitanol
orani, pH 4,5 ve 30°C sicaklik gibi degerlerde 2,4 + 0,07 kat saflikta enzimin % 53,9 &+ 0,9'unu
veren gleneksel TPP teknigini optimize etmis ve referans yontem olarak kullanmislardir. Yanit
yiizeyi metodolojisinin (RSM) Box-Behnken tasarimi (BBD) kullanilarak MTPP
optimizasyonunu gerceklestirmislerdir. RSM analizi sonunda MTPP’nin mikrodalga 1sinlama
stiresi 7 dakika, gorev dongtisii %20, giic 20 W, maksimum verim %59,8 + 1,4 ve saflik orani
13,9 £ 0,5 kat olarak belirlemisler ve tahmin edilen degerlerle uyumlu oldugunu tespit
etmiglerdir. Lakkaz safliginin ve veriminin klasik TPP yontemindeki 60 dk’ya karsilik
MTPP’de 7 dakikada iyilestirildigini belirtmislerdir. Buna ek olarak farkli parametrelerde
lakkaz dagilimi {izerinde olumsuz etki olusturdugunu gézlemlemislerdir. SDS-PAGE analizi
sonunda lakkaz anziminin molekiil agirligi 67-72 kDa olarak belirlenmis ve enzimin kismi

olarak saflastirildigini belirlemislerdir.

David et al. (2017) yaptiklar1 ¢alismada Bacillus subtilis kullanalarak a-amilazi
saflagtirmis ve karakterizasyon ¢aligmalarini yapmislardir. Amilaz ilk olarak TPP teknigi ile
saflagtirillmis ardindan jel filtrasyon ve DEAE Sephadex A-50 iyon degisim kromatografisi
yapilmustir. Saf enzim ile pH, sicaklik ve metal iyon ¢aligmalar1 yapilmistir. Yapilan SDS-
PAGE sonucunda enzimin homojenligi kanitlanmigtir. Amilaz iyon degisim kromatografisinde
kolon A ve kolon B olarak adlandirilan alanlarda sirasiyla %8 ve %4 verim ile 15,93 ve 6,44
kat saflastirilmigtir. Spesifik aktivite degeri ise 2,55 umol/dak/mg ve 1,03 umol/dak/mg olarak
bulunmustur. Optimum pH her iki havuz iginde 6,0 olarak, enzimin stabil pH degerleri ise
sirastyla pH 4,0-7,0 ve pH 8,0 olarak bulunmustur. Na* ve Zn%* iyonlarinin enzimi aktive ettigi,

A% K+, Ca?* ve Hg?* iyonlarinin ise farkli oranlarda inhibisyona sebep oldugu belirlenmistir.
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Keskin & Ertunga (2017) yaptiklar1 ¢alismada Geobacillus sp. TF14 susundan izole
edilen o-amilazi amonyum siilfat g¢okelmesi, iyon degisim ve hidrofobik etkilesim
kromatografisi ve ultrafiltrasyon kullanarak 17,11 kat saflagtirmiglardir. Yapilan SDS-PAGE
analizi sonunda proteinin molekiil agirlig1 54 kDa olarak bulmuslardir. Saflastirilmis enzim igin
pH 5,0 ve pH 9,0’da optimum pH’a sahip oldugu ve 48 saatlik inkiibasyonun sonunda bu iki
pH degerinde kararli oldugunu tespit etmislerdir. Saflastirilan enzim i¢in en yiiksek aktivite
gosterdigi sicaklik degerini 75°C olarak belirlemis ve 72 saatlik inkiibasyon sonunda bu
sicaklikta aktivitesini tamamen korudugunu gozlemlenmislerdir. Ortama eklenen Ca®*

iyonunun aktiviteyi %70 oraninda artirdigin1 ve %1°lik SDS, Triton X-100, Triton X-114 ve

Tween-20 deterjanlariin baglangi¢ aktivitesinin yarisini kaybettirdigini tespit etmislerdir.

Ait Kaki El-Hadef EI-Okki et al. (2017), Rhizopus oryzae FSIS4 kullanarak ilk kez -
amilazi TPP teknigini kullanarak %168.8'lik verim ile 14.94 kat saflastirmiglardir. Saf ve ticari
enzimi karsilagtirmali olarak ve 1 kg un basina 1,936 U konsantrasyonda olacak sekilde ekmek
yapiminda kullanmiglardir. a-Amilazin ekmek yapiminda kaliteyi artirmak icin biiylik etkisi
oldugunu gostermislerdir. Sonug olarak saflagtirilarak geri kazanimi saglanan a-amilazin gida

biyoteknolojisinde ¢ok dnemli bir aday oldugunu gostermislerdir.

Sagu et al. (2015) tarafindan yapilan galismada, Abris precatorius’dan B-amilaz TPP
teknigi kullanilarak kismi olarak saflagtirmislardir. Amonyum siilfat doygunlugu %49,46, ham
Oziit:t-biitanol orani1 0,87 (v/v) ve pH 5,2 olarak belirlenmistir. Enzimin %156,2°1ik bir geri

kazanimla 10,17 kat saflastirildigi bildirilmistir.

Batur & Aygan (2015), ¢alismalarinda Bacillus sp. A-3 susunu kullanmislardir. o-
Amilazin saflagtirilmasi igin alkol presipitasyon teknigini kullanmiglardir. 37°C sicaklik ve pH
6,5 enzimin en yiiksek aktivite gosterdigi degerler olarak belirlenmistir. SDS-PAGE sonucunda
enzimin molekil agirliginin 53,94 kDa oldugu belirlenmistir. Yapilan pH ¢aligmasi sonucunda
optimum pH’in 6,0-6,5 oldugu ve enzimin stabil sicakliinin 40°C’ye kadar oldugu
belirlenmistir. Kimyasallarin enzime etkisini belirlemek i¢in yapilan c¢aligmalar sonucunda
kalan aktivite KCI %93 ile en yiiksek, EDTA %0,8 ile en diisiik deger olarak hesaplanmustir.
Yapilan biitiin calismalar ve elde edilen veriler 1s1831Inda A-3 susundan alkol presipitasyon
teknigi kullanilarak saflastirilan a-amilazin bir¢ok alanda yiiksek basariyla kullanilabilecegi

belirtilmistir.

Smitha et al. (2015) tarafindan yapilan ¢aligmada jel filtrasyon kromatografisi ve
amonyum siilfat gokelmesi teknikleri kullanilarak a-amilaz %79 verimle 15 kat saflastirilmistir.
Yapilan SDS-PAGE sonucunda saflastirilan amilazin molekiill agirligt 51 kDa olarak
bulunmustur. 60°C’de pH 6,0’da 3 uM Ca?* varhginda %2,5 nisasta ¢ozeltisi ile amilazin
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maksimum aktivite gosterdigi ayn1 zamanda SDS ve EDTA varliginda enzim aktivitesinin
diistiigii belirlenmistir. Amilaz enzini i¢in Km Ve Vmax degerleri sirasiyla 2,9 mg/mL ve 0,053
umol/mL/dk olarak hesaplanmistir. Bu ¢alisma sonunda herhangi bir ek maliyet olmadan
amilaz saflastirilabildigi i¢in biyoendiistride kullaniminin avantajli olacagi sonucuna

varilmstir.

Samanta et al. (2014) yaptiklar1 ¢alismada, SKB4 susu ile DEAE seliiloz kolonu
kullanarak amilaz1 saflagtirmiglardir. Saflastirilan enziminin 42°C sicaklikta ve pH 6,5’de 24
saat sonra yiiksek oranda amilaz aktivitesi gosterdigini belirlemislerdir. Amilaz {iretimi i¢in en
iyi azot ve karbon kaynagi olarak pepton ve nisasta belirlenmistir. Saflastirilmis enzimin en
yiiksek aktivite gosterdigi metal iyonlarinin K* ve Mg** oldugu ve bu iki iyon disindaki diger
iyonlarda aktivite gostermedigi belirtilmistir. Enzimin stabil ve en aktif oldugu pH degeri 6,5,
optimum sicaklik gosterdigi deger ise 90°C ve 100°C olarak bulunmustur. Tiim bu sonuglar
1s1¢1nda kolon kullanilarak saflastirilan amilazin 6zelliklerine bakilarak nisastay1 hidroliz etmek

icin iistiin 0zelliklere sahip oldugu ortaya konulmustur.

Gagaoua et al. (2014), yaptiklar1 galismada TPP teknigini kullanilarak ficin enzimi pH
7,0’da, kiiltiir sivisi:t-biitanol oran1 1,0:0,75 ve %40’lik amonyum siilfat oraninda %167 geri
kazanim ile 6,04 kat saflastirilmistir. Enzimin ara fazda toplandigi belirlenmistir. Yapilan bu
calisma sonunda iiclii faz ayirma teknigi olan TPP’nin ficinin saflagtirilmasi i¢in hizli,
ekonomik ve basit bir teknik oldugu ayn1 zamanda bu parametreler 1s181inda gida sanayisinde

basaril bir teknik olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmstir.

Avhad et al. (2014), yaptiklar1 ¢alismada Bacillus sphaericus MTCC 3672 susundan
fibrinolitik bir enzimin ultrasonik destekli tiglii faz ayirma (UATPP) teknigi kullanilarak
saflastirilmasini amaglamislardir. Fibrinolitik enzimin {iglii faz boéliimlenmesini pH, sicaklik,
besiyerindeki t-biitanol orani ve amonyum siilfat doygunlugu, ultrason giicii, frekansi ve
kullanim orani gibi gesitli parametreleri kullanarak incelemis ve 16,15 kat %65 geri kazanim

orantyla saflastirildigini bildirmislerdir.

Fischer et al. (2013), yaptiklari c¢aligmada yeni bir teknik sunarak proteinlerin
saflagtirllmasini amaglamiglardir. Bu sistemin manyetik nanopartikiillerin kullanildigi 25°C
sicaklik ile faz ayrimina ugrayan sulu ikili fazli sistem oldugunu ve bu sistem kullanilarak farkli
boyutlardaki nanopartikiillerle yiiksek verim elde edilebilecegi belirtmislerdir. Bu sistemi
kullanarak Escherichia coli periplazmasinin bir antikor pargast olan A33 Fab’in manyetik
ekstraksiyon yolu ile saflastirilmasi gerceklestirilmistir ve sistemdeki en 6nemli basar1 olarak
kullanilan nanopartikiillerin islemde kaybinin ¢ok az olmasini ve tekrar tekrar kullanilabilme

yetenegi oldugunu belirtmislerdir.
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Abdel-Fattah et al. (2013) yaptiklar1 ¢alismada B. licheniformis Al20 izolatini
kullanarak a-amilazi g¢esitli kromatografik teknikler kullanarak saflagtirmiglardir. Box-
Behnken tasarimimin kullanildigi yanit ylizey metodolojisi (RSM) modeli kullanarak
degiskenler arasindaki en iyi kosullar1 belirlemislerdir. %1,0 nisasta, %0,75 maya 6ziitii ve
%0,02 CaClz’nin kullanildig1 besi ortamini enzim i¢in en iyi ortam olarak belirlemislerdir. a-
Amilazin aktivitesi 384 U/mL/dk olarak tespit edilmistir. Enzimin tahmini molekiiler agirligini
55 kDa, optimum sicakligi 60-80°C ve pH’1 6,0-7,5 olarak belirlemislerdir. Saflastirilan
enzimin Km degerini 0,709 mg/mL ve Vmaxdegerini 454 mU/mg olarak hesaplamislardir. Cesitli
¢oziiciilere karst o-amilazin yiiksek stabilite gosterdigini belirtmislerdir. Ortama eklenen
deterjan, sodyum dodesil siilfat (SDS), EDTA ve EGTA gibi maddelerin enzim aktivitesi
tizerinde inhibe edici etki gosterdigi belirlenmistir. Bunlara ek olarak 0,1 mM konsantrasyona
sahip iki degerlikli ¢esitli metal iyonlarina karsi enzimin yiiksek aktivite gdsterdigi ancak 10
mM konsantrasyonda kullanilan Cu?*’nin aktiviteyi %25 oraninda ve Zn?* iyonlarinin ise

aktiviteyl %55 oraninda azalttig1 belirlenmistir.

Bano et al. (2011) galismalarinda ultrafiltrasyon, amonyum siilfat ¢okeltmesi ve jel
filtrasyon kromatografisi tekniklerini kullanarak Bacillus subtilis KIBGE HAS’tan a-amilazi
saflastirmislardir. Enzimin 96,3 kat saflastirildigi ortaya konmustur. SDS-PAGE teknigi
kullanilarak saflastirilan amilazin molekiil agirligi 56 kDa olarak bulunmustur. a-Amilaz igin
Km Ve Vmax degerleri hesaplanmis, Km degeri 2,68 mg/ml ve Vmaxdegeri ise 1773 U/mL olarak
bulunmustur. 50°C pH’1 7,5 olan 0,1 M fosfat tamponunda enzim igin optimum aktivite
gozlenmistir. Elde edilen veriler sonucunda Bacillus subtilis KIBGE HAS tan elde edilmis olan

a-amilazin ayni tiirden elde edilen a-amilaz ile benzerlik gostermedigi belirtilmistir.

Mahdavi et al. (2010) tarafindan yapilan ¢alismada, a-amilaz DEAE-Sepharose kolonu
ve s1vi kromatografisi teknikleri kullanilarak saflastirilmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda
saflagtirillan a-amilaz ig¢in uygun kosullar belirlenmistir. Enzimin ¢ok genis bir sicaklik
araliginda (10-70°C) yiiksek aktiviteye sahip oldugu ve optimum sicakligin 50°C oldugu tespit
edilmistir. Enzimin en yiiksek aktiviteyi pH 6,0’da gosterdigi ve aktivitesinin pH 8,0’de
%75’inin pH 9,0’da ise %50’sinin korundugu belirlenmistir. Yapilan karakterizasyon
calismalar1 sonucunda Zn?*, Ni?** ve EDTA varliginda inhibe edildigi gosterilmistir.
Saflastirilan a-amilazin nisasta hidrolizinde kullanildigi, maltoz ve maltopentoz gibi ¢esitli ana

tirtinler olusturdugu tespit edilmistir.

Demirkan (2010) yaptig1 ¢alismada B. subtilis ve mutantlarindan elde edilen a-amilaz
amonyum siilfat c¢okelmesi, kolon kromatografisi, ultrafiltrasyon ve diyaliz teknikleri

kullanilarak saflagtirilmis ve karakterizasyon c¢alismalar1 yapilmistir. Bir dizi basamakla
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saflastirilan a-amilaz i¢in pH degeri 6,0, optimum sicaklik degeri ise 45°C olarak bulunmustur.
Mutant sustan elde edilen amilaz alkali kosullar altinda ana sustan elde edilen amilazdan daha
stabil oldugu gdzlemlenmistir. 1ki amilaz i¢inde Km Ve Vmax degerleri karsilastirilmistir.
Enzimler Ca?*, Ba%*, Mg?*, Li** ve Mn?* iyonlar1 varh@ginda yiiksek aktivite gosterdigi fakat
Cu?*, Hg?* ve Ag?* iyonlar1 varhginda ise giiclii sekilde inhibe edildigi gézlemlenmistir. | mM
ve 5 mM konsantrasyonlarda metal iyonlar1 ile deneyler yapilmis, 1 mM konsantrasyonda
uygulanan metal iyonlarin gosterdigi etkinin 5 mM konsantrasyondan daha biiyiik oldugu
belirtilmistir. Saflastirilmis amilazin tahmini molekiil agirligi 56 kDa olarak bildirilmistir. Her

iki sustan tiretilen amilazin amino asit sekanslarinin homoloji gosterdigi belirtilmistir.

Liu & Xu (2007), calismalarinda yeni bir tiir olan Bacillus sp. YX-1’den amilazin
saflastirmasini ve karakterizasyon caligmalarini yapmislardir. 45°C’de 44 saatlik inkiibasyon
sonucunda maksimum aktiviteyi elde etmislerdir. Amilazin saflagtirillmast amonyum siilfat
cokeltmesi, iyon degisimi ve jel filtrasyon kromatografisi kullanilarak gerceklestirilmistir ve
yapilan SDS-PAGE sonucu molekiil agirligi 56 kDa olarak bulunmustur. Enzimin pH 4,5-11,0
araliginda aktivitesinin sabit oldugu, maksimum aktiviteyi gosterdigi deger pH 5,0 ve optimum
sicaklik degeri 40-50°C olarak bulunmustur. %20’lik konsantrasyonlarda kullanilan gesitli
nisastalara kars1 sindirme giiciiniin kuvvetli oldugu bulunmustur. Amino asit dizisinin analizi

yapilarak kullanilan enzimin yeni bir a-amilaz oldugu belirlenmistir.

Tezin Amaci

Son yirmi yilda molekiiler biyolojideki gelismeler nedeniyle proteinlere ve enzimlere
yonelik artan talep, bu makromolekiillerin tiretim proseslerinde ekonomik, lgeklenebilir ve
tutarli tekniklerin de gelistirilmesine yonelik arastirmalara olan ilginin artmasina yol agmugtir.
Bu amag¢ dogrultusunda son yillarda, kromotografik biyoseparasyon tekniklerine alternatif
olarak TPP gibi ham ekstraktta direkt uygulanabilen, yiiksek verimli, hizli ve maliyeti diisiik
non-kromotografik yontemler gelistirilmistir. Bununla birlikte, TPP teknigi hala nispeten yeni
bir yontemdir. Bu nedenle, ayirma siirecini gelistirmek i¢in harici yaklasimlar1 TPP'ye dahil
etme olasiliginin ¢ok umut verici oldugu literatiirde vurgulanmaktadir. Enzimlerin ekstraksiyon
verimini ve saflastirma oranimi artirmak amaciyla modifiye edilmis birkag TPP varyanti
gelistirilmistir. Bu varyantlar, ultrasonik destekli TPP, mikrodalga destekli TPP, makro afinite
ligand-kolaylastirilmig TPP ve iyonik likit TPP'yi igermektedir. Bunun gibi yeni uygulamalarla
modifiye edilmis TPP arastirmalarmin gelecekte sadece proteinlerin degil, diger
biyomolekiillerin ayrilmast ve saflastirilmasinda da TPP'nin  giicinii  artiracagi

ongoriilmektedir.

18



Bu tez ¢alismasinda, Nevsehir-Kozakli kaplicasindan alinan sicak su orneklerinden
daha 6nce izolasyon ve identifikasyonu yapilan termofilik B. licheniformis SO5 bakterisinden
a-amilazin TPP’nin farkli bir modifikasyonuyla ilk kez bu ¢alismada gergeklestirilen manyetik
alan destekli TPP (MFTPP) ile kismi olarak saflastirilmasi, karakterizasyonu ve enzim

preparasyonunun ekmek yapim siirecindeki performansinin aragtirilmasi hedeflenmistir.
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MATERYAL VE METOT

Materyal
Kullamilan organizma

Tez calismasi kapsaminda Prof. Dr. Melda SISECIOGLU danismanliginda Sultan
OLMEZ tarafindan hazirlanan Yiiksek Lisans tezi kapsaminda izolasyonu ve karakterizasyonu
gerceklestirilen bakteriler kullanilmistir (Olmez, 2017).

Tez cahismasinda kullanilan cihaz ve ekipmanlar

Tez ¢alismasinda kullanilan cihazlar asagida Tablo 2°de gosterilmistir.

Tablo 2. Tez Calismasinda Kullanilan Cihaz ve Ekipmanlar

Cihazlar

Steril Kabin (Telstar Bio-11-A)

Etiiv (Redline by-BINDER)
UV-Spektrofotometre (Beckman Coulter DU 730)
Santrifiij Cihaz1 (Hettich Zentrifugen Mikro)

Isitmali Manyetik Karistirici (Heidolph)
Buzdolabi (+4/-20°C) (Vestel)

Dondurucu (-80°C) (Glacier Ultralow Freezer)
pH Metre (Mettler Toledo FiveEasy Plus)
Calkalamal1 Inkiibator (Zhicheng)

Hassas Terazi (Ohaus Pioneer)

Is1 Blogu (LAB-LINE)

Otoklav (Hmc Hiramaya)

Kuvarz Kiivetler (Merck)

Kar Makinesi (Angelantoni)

Otomatik Mikropipet Takimu (Thermo Scientific ve Eppendorf)
Saf Su Cihaz1 (Mp Minipure)

Su Banyosu (Memmert)

Vortex (Fisons WhirliMixer)

Aliminyum Folyo (Parex)

Parafilm (Isolab)

Falkon Tiipler (Eppendorf)

MSI Automation Hyper-5 cihazi
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Tez cahismasinda kullanilan kimyasal malzemeler
Tez caligmasinda kullanilan kimyasallar Tablo 3’de gosterilmistir.

Tablo 3. Tez Calismasinda Kullanilan Kimyasallar

Kimyasallar
Etil Alkol (Sigma)
Liigol (Sigma)

Izopropanol (Sigma)

Magnezyum Kloriir (MgCly) (invitrogen)
Sodyum Hidroksit (NaOH) (Sigma)
Potasyum Fosfat (Sigma)

Sodyum Potasyum Tartarat (Sigma)
TSA (Lab M)

TSB (Lab M)

Starch From Patato (Sigma)

Starch Wheat (Sigma)

Tris-HCI (Sigma)

Fosforik Asit (Sigma)

Coomassie Brillant Blue G-250 (Fluka)
Hidroklorik Asit (HCI) (Sigma)

Dinitrosalisilikasit (Sigma)

Tez Cahsmasinda Kullanilan Cozeltilerin ve Besiyerlerinin Hazirlamsi

Liigol Cozeltisi: 1 g iyot ve 2 g KCI tartildiktan sonra son hacim saf su ile 100 mL'ye

tamamlandi.

%70’lik EtOH: 70 mL etil alkole 30 mL saf su ilave edilerek son hacim 100 mL'ye

tamamlandi.

Enzim aktivite tayininde kullanilan ¢ozelti ve tamponlar

Dinitrosalisilik Asit (DNS) Cozeltisi: 1 g DNS ve 30 g potasyum sodyum tartarat 70
mL distile su i¢inde ¢6ziildli. Ayr1 bir beher icerisinde 1,6 g NaOH 20 mL distile suda ¢oziildii

ve bu karisim DNS igeren soliisyona ilave edilerek hacmi 100 mL'ye tamamlandi.

Sodyum Fosfat Tamponu (Aktivite Tamponu) (50 mM): 0,6 g sodyum fosfat
(NaH2POQOg) tartildi ve 90 mL damitilmis su iginde ¢oziildii. pHs1 6,0'a ayarlandi. Hacim 100
mL'ye getirildi ve 4°C'de saklandi.

Substrat Cozeltisi: 2 g nisasta toplam hacim 100 mL olacak sekilde hazirlanan aktivite

tamponunun icerisinde ¢6ziildii.
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Protein analizinde kullanilan ¢ozelti ve tamponlar

Bradford Cozeltisi: 50 mL %95’lik etanol igerisine 100 mg Coomassie Brillant Blue
G-250 tartilarak ¢ozdiiriildii. Bu ¢ozeltiye 100 mL %95’lik fosforik asit ilave edildi ve
¢Ozeltinin hacmi distile su ile 1 litreye tamamlandi. Isiktan korumak icin aliiminyum folyoya

sar1ld1 ve oda sicakliginda saklandi.

Standart Serum Albumin Cozeltisi: 1 mL distile su igerisinde 1 mg standart serum

albiimin ¢oziilerek hazirlandi.

Sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforez isleminde kullanilan c¢ozelti
ve tamponlar

1 M Tris-HCI (pH 8,8): 90 mL saf suda 27,23 g Tris ¢6ziildii ve pH 8,8’e ayarlandi.

Son hacim 150 mL’ye tamamlandi.

1 M Tris-HCI (pH 6,8): 90 mL saf suda 6 g Tris ¢oziildi ve pH 6,8’¢ ayarlandi. Son
hacim 100 mL’ye tamamlandi.

Ayirma jeli: 4,4 mL %30 akrilamid, %0,8 bisakrilamid, 5 mL 1 M Tris-HCI (pH 8,8),
0,2 mL %10’luk SDS, 0,1 mL %]1,5’lik PER, 0,13 mL %5’lik TEMED 3,15 mL distile su ile

hazirlandi.

Yigma Jeli: 0,44 mL %30 akrilamid, %0,8 bisakrilamid, 0,41 mL 1 M Tris-HCI (pH
6,8), 0,03 mL %10’luk SDS, 0,1 mL %1,5’lik PER, 0,03 mL %5°’lik TEMED 2,450 mL saf su

ile hazirlandu.

Numune Tamponu: 0,65 mL 1M Tris-HCI (pH 8,8), 1 mL %10 SDS, 1 mL gliserin,
0,03 mL %1’lik brom timol mavisi eklenerek son hacim 10 mL’ye tamamlandi. Hazirlanan

tampon tizerine kullanilmadan dnce 500 pl B-merkaptoetanol eklendi.

Yiiriitme Tamponu (10X SDS-PAGE): 3 g Tris, 14,4 g glisin ve 10 mL ve 10 mL
%10’luk SDS karistirild: ve son hacim 1 L’ye tamamlandi.

%30 Akrilamid-Bisakrilamid Cozeltisi: 13,84 mL saf su igerisinde 6 g akrilamid ve
0,16 g bisakrilamid ¢6ziilerek hazirlandi.

%10’luk SDS: 4,5 mL saf su igerisinde 1 g SDS ¢6ziildii ve son hacim 10 mL’ye

tamamlandi.

%10’luk PER: 4,5 mL saf su icerisinde 1 g amonyum persiilfat ¢oziildii ve son hacim

10 mL’ye tamamlanda.
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Giimiis boyamada kullanilan ¢o6zeltiler

Tespit Cozeltisi: 30 mL %90’lik etanol ile 60 mL distile su ve 10 mL asetik asit
karistirildi.

Rediiksiyon Cozeltisi: 45 mL etanol, 4,8 g sodyum asetat ve 80 mL distile su ile
karistirli ve CH3COOH ile pH 6,0’a ayarlandi. Uzerine 150 mg sodyumtiyosiilfat ve 3 mL
gluteraldehit eklendi.

Giimiis Nitrat Cozeltisi: 150 mL saf su, 150 mg AgNOsz ve 3 ul formaldehit

karistirilarak boyamadan hemen 6nce hazirlandi.

Yikama Cozeltisi 1: 270 mL saf su, 3,75 g Na,COs ve 120 pl formaldehit karigtirilarak

hazirlandi.

Yikama Cozeltisi 2: 1 mL gliserin ve 12,5 mL asetik asit karistirild1 ve son hacim saf

su ile 250 mL’ye tamamlandi.

Karakterizasyon ¢calismasinda kullanilan tamponlar

Glisin-NaOH Tamponu (50 mM): 0,375 g glisin 90 mL distile suda ¢6ziildi. pH HCI
veya NaOH kullanilarak istenilen degere ayarlandi. Son hacim 100 mL olacak sekilde saf su ile

tamamlandi.

Tris-HCI Tamponu (50 mM): 0,605 g Tris 90 mL distile suda ¢oziildii. pH istenen

degere ayarlandiktan sonra son hacim 100 mL olacak sekilde saf su ile tamamlandi.

Sodyum Fosfat Tamponu (50 mM): 0,575 g sodyum fosfat 90 mL distile suda ¢6ziildii.

pH istenen degere ayarlandiktan sonra son hacim 100 mL olacak sekilde saf su ile tamamlanda.

Sodyum Asetat Tamponu (50 mM): 0,2 g sodyum asetat 48 mL saf suda ¢oziildii. pH

istenen degere ayarlandiktan sonra son hacim 50 mL olacak sekilde saf su ile tamamlandi.

Yontem
Amilaz iireten bakterilerin kat1 besiyerinde belirlenmesi ve se¢imi

Amilaz iireten bakteri izolatlarini segmek i¢in, bakteri suslar1 TSA ortamina ¢izgi ekim
teknigi ile ekildi ve bir gece boyunca 55 °C'de inkiibe edildi. Biiyiiyen saf koloniler bir 6ze ile
toplandi, nutrient agar ve patataes nisastasi igeren besiyerine ¢izgi ekim teknigi ile ekildi. Gece
boyunca 55°C'de inkiibe edilen izolatlar tarafindan tiretilen hiicre dis1 amilazin petri kaplarinda
ham nisastay1 parcaladigi tahmin edildi. Besiyerlerine damlatilan liigol ¢zeltisinin kolonilerin

cevresinde saydam zonlar olusturdugu gozlendi. Koloninin ¢evresinde olusan bolgenin ¢api
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Olclilerek en yiiksek enzim flireten bakteri susu belirlendi ve daha sonra yapilan biitiin

calismalarda secilen bakteri susu kullanildu.

Sivi amilaz iiretim besiyerine bakteri inokiilasyonu

TSA Kkat1 besiyerine ekilen B. licheniformis SO5 susu 55°C’ye ayarlanmis inkiibatorde
24 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra SO5 susu TSB s1v1 besiyerine alind1. Sivi
besiyerine alinan sus 24 saat 55°C ¢alkalamali inkiibatore tiremesi igin birakildi. 24 saat sivi
besiyerinde biiyiimiis olan bakterilerin hiicre miktarini belirlemek i¢in spektrofotometrede 600
nm dalga boyunda 6l¢iim yapildi. Cikan sonuca gore 1/0OD hesabi yapilarak hesaplanan deger

kadar 100 mL iiretim besiyerine inokiike edildi.

a-Amilaz enzim aktivitesinin belirlenmesi

Enzim aktivitesi, a-amilaz ile nisastanin etkilesimi sonucu ag¢iga ¢ikan indirgen seker
miktarindaki artisin belirlenmesi esasina dayanan 3,5-dinitrosalisilik asit (DNS) yontemi
kullanilarak belirlendi (Bernfeld, 1955; Miller, 1959). Aktivite tayini asagidaki prosediire gore
gerceklestirildi:

¢ 500 pl enzim ¢ozeltisi iizerine 500 pl substrat ¢ozeltisi (%2 °lik ¢oziiniir bugday
nisastasi) eklenerek 3 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.

% Daha sonra reaksiyon karisimina 500 ul DNS ¢ozeltisi eklendi ve 5 dk 90°C” de
bekletildi.

% Oda sicakligma getirilen 6rnekler ig¢in spektrofotometrede ayni kosullar altinda

hazirlanan kore kars1 540 nm' de absorbans 6l¢iildii.

Bir tinite (U) enzim aktivitesi, 1 dk’da 1 uM glukoz agiga ¢ikaran enzim miktari olarak
ifade edildi. Bu hesaplama glukoz standart grafiginden elde edilen dogrunun denklemi

kullanilarak yapildu.

Glukoz standart grafigi

Enzimatik reaksiyon sonucu agiga ¢ikan indirgen seker miktarini belirlemek amaciyla
glukoz standart grafigi olusturuldu. Bunun i¢in, 0,673 mg/mL konsantrasyonda stok glukoz
¢ozeltisi hazirlandi. Hazirlanan ¢ozeltilerden Tablo 4’te gosterildigi gibi farkli oranlarda
seyreltmeler yapilarak bu glukoz ¢ozeltileri igin DNS metodu ile spektrofotometrik olarak
Ol¢iim yapildi. Absorbans degerlerine kars1 konsantrasyon grafigi ¢izildi. Elde edilen dogru

denkleminden yararlanilarak enzim aktiviteleri hesaplandi.
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Tablo 4. Standart Glukoz Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Kor 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Glukoz (0,673 - 100pl  200pl  300pul  400pl  500pl  600pl  700pl 800l 900 ul 1000 pl
mg/mL)
dH,0 1000 pul  900pul 800ul  700pl  600pl  500pl  400pl  300pul  200pul 100 pl

Bradford metodu ile protein tayini

Saflastirmanin her asamasinda, proteinin kantitatif tayini ic¢in Bradford yontemi
kullanild1 (Bradford, 1976). Protein miktarin1 belirleyebilmek amaciyla oncelikle standart
grafik hazirlandi. Hazirlanan 1 mg/mL BSA ¢o6zeltisinden tiiplere 10-100 pl olacak sekilde
eklendi ve distile su kullanilarak son hacim 100 ul’ye tamamlandi. Tiiplerin iizerine 4900 pl
Coomassie Brillant Blue G-250 ¢6zeltisinden eklendi. Oda sicakliginda 10 dk inkiibe edildikten
sonra spektrofotometrede 595 nm’de absorbans 6l¢iimii yapildi. Absorbans degerlerine karsi
ug protein grafigi ¢izildi. Protein tayini yapilan ornekler i¢in aymi sekilde 0,1 mL enzim
¢ozeltisi tizerine 4,9 mL boya ¢ozeltisi eklenerek 10 dk inkiibasyondan sonra 595 nm’de
absorbans degeri okundu. Standart grafiginin dogru denkleminden yararlanilarak protein

miktarlar1 belirlendi.

o-Amilazin saflastirilmasi

a-Amilazin kismi saflastirilmasimnin  gergeklestirilmesi amaciyla ilk olarak; B.
licheniformis SO5 bakterisinin optimizasyon kosullarina uygun olarak hazirlanan besiyerinde
inkiibasyonu sonrasi elde edilen enzimi igeren kiiltiir 6000 rpm’ de 20 dk santrifiij edildi ve
stipernatat kismi alindi. Elde edilen kiiltiir s1vis1 saflagtirma icin tiim deneylerde enzim kaynagi

olarak kullanild.

Bu tez calismasi kapsaminda, a-amilazin tek adimda kismi olarak saflastirilmasi,
MFTPP yontemiyle gerceklestirildi. Bu amag¢ dogrultusunda ilk olarak klasik TPP yontemi
uygulandi ve optimizasyon c¢aligmalar1 yapildi. TPP yontemi, kiiltiir sivisina dnce uygun tuz,
ardindan uygun organik ¢6zgen eklendikten sonra belirli bir siire inkiibasyona birakilarak {i¢
faz olusmasi1 esasina dayanir. o-Amilazin saflagtirilmasinda uygulanan TPP sisteminde,
literatiirde yaygin olarak tercih edilen organik ¢oziicli olarak t-biitanol, tuz olarak etkin

kozmotropik bir ajan olan amonyum siilfat kullanildi.

Uclii Faz Ayirma (TPP)
Tuz doygunlugu ve kiiltiir sivisi:t-biitanol oraninin etkisinin incelenmesi

TPP ile kismi saflagtirmada en 1y1 verim ve saflastirma oranini elde etmek amaciyla ilk

olarak ortama eklenen tuz ve t-biitanol miktar1 optimize edildi. Bu islem i¢in asagida verilen
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formiile gére hesaplanan %20, %30, %40, %50, %60, %70, %80 oranlarinda olacak sekide 7
farkl1 tuz oran1 ve kiiltiir sivisi:t-biitanol oran1 1,0:0,5, 1,0:1,0, 1,0:1,5, 1,0:2,0 olacak sekilde 4
farkli alkol orani uygulanarak denemeler yapildi. Her denemede oda kosullarinda 1 saat
inkiibasyon ve sonra 5 dk 5500 rpm’de santrifiij yapildi. Olusan ii¢ fazin {ist fazinda bulunan
organik ¢oOziicii tekrar kullanilmak {izere, alt ve iist faz ise protein ve aktivite tayini yapmak icin
pipet yardimiyla toplandi. Elde edilen sonugclar ile saflagtirma katsayisina kars1 % verim grafigi
olusturuldu ve olusan grafige bakilarak en iyi tuz yiizdesi ve organik ¢oziicli miktar1 belirlendi
(Algigek, 2017).

1,77xV x(S, -S,)
354-8,

g(NH,),SO, =

V: Enzim ¢ozeltisinin hacmi
Si1: I’in kesri olarak ¢ozeltide bulunan amonyum siilfat doygunlugu

S2: 1’in kesri olarak istenen amonyum siilfat doygunlugu

pH etkisinin incelenmesi

TPP yonteminde uygun olan tuz ve organik ¢oziicli miktar1 belirlendikten sonra uygun
pH oranini belirleyebilmek i¢in farkli pH oranlarinda deneyler tekrarlandi. Kiiltiir sivisindan 2
mL alinip %30 oraninda tuz eklendi. Kiiltiir sivist ve tuz 1 dk vortekslenerek karigmasi saglandi.
Tamamen karisim saglandiktan sonra sistemin pH’1 sirasiyla pH 3,0-12,0’a ayarlandi. pH’1
ayarlanan karisima 1,0:1,5 oraninda alkol eklendi ve biitiin deney diizenekleri oda sicakliginda
60 dakika bekletildi. Siire sonunda 6000 rpm’de 5-6 dakika santrifiij yapildiktan sonra alinan
alt faza aktivite ve protein tayini yapildi. Cikan sonuglara gore % verim grafigi olusturuldu ve

grafige bakilarak uygun pH degeri belirlendi.

Sicaklik etkisinin incelenmesi

TPP yonteminde uygun tuz, organik ¢oziicii miktar1 ve pH belirlendikten sonra uygun
sicaklik degerini belirleyebilmek i¢in farkli sicaklik araliklarinda optimizasyon yapildi. 2 mL
kiiltir stvist tizerine %30 oraninda tuz eklendi. 1 dk vorteks yapilarak karisim saglandiktan
sonra belirlenen pH’a ayarlama yapildi. Karisimin tizerine 1,0:1,5 oraninda alkol eklendi ve
farkli sicakliklarda (30-60°C) 60 dk inkiibasyona birakildi. Siire sonunda 5-6 dakika 6000
rpm’de santrifiij yapildi. Santrifiij sonunda alt faza aktivite ve protein tayini yapildi. Cikan

sonuglara gore % verim grafigi olusturuldu ve grafige bakilarak uygun sicaklik belirlendi.
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Manyetik Alan Destekli Uclii Faz Ayirma (MFTPP)

MFTPP, Salvi & Yadav (2020) tarafindan uygulanan mikrodalga destekli TPP teknigi
modifiye edilerek gergeklestirilmistir. MFTPP, MSI Automation Hyper-5 cihazi kullanilarak
gerceklestirildi (Sekil 4). Tiim reaksiyonlar TPP’de kullanilan amonyum siilfat doygunlugu,
kiiltlir stvisi:t-biitanol oran1 ve pH kullanilarak gerceklestirildi. 4 mL kiiltiir sivisi iizerine 0,656
g (%30 w/v) amonyum siilfat eklenerek karistirildi ve tizerine 6 mL t-biitanol ilave edildi.
Kurulan sistem belirli bir siire manyetik alana maruz birakild1. Ug tabaka olustuktan sonra ara
faz ve alt sulu faz ayrilarak her iki faz i¢inde enzim aktivitesi ve protein tayini yapildi. Sistemin
basarisi test edildikten sonra optimum sartlar1 belirlemek icin manyetik alan uygulama siiresi
(2-10 dk), gorev dongiisii (%30, 50, 70, 90, 100) ve gii¢ (40-100 W) parametreleri ile bir dizi

deney diizenegi kuruldu ve sistem igin optimum sartlar belirlendi (Salvi & Yadav, 2020).

Sekil 4. MSI Automation Hyper-5 cihazi
SDS-PAGE Ile Molekiil Agirhiginin Belirlenmesi

Baslangi¢ olarak alkol ve su kullanilarak elektroforez plakalar1 yikandi. Aralarinda
uygun bosluk olacak sekilde plakalar sabitlendi. Hazirlanan ayirma jeli cam plakalara
pipetlendi. Polimerlesen jelin diiz ve piirlizsiiz olmasi amaciyla tizerine 1 mL izo-propanol
eklendi. Ayirma jeli polimerlestikten sonra eklenen izo-propanol bir pegete yardimai ile alinarak
lizerine yigma jeli eklendi ve lizerine taraklar dikkatli bir sekilde yerlestirilerek polimerize

olmasi i¢in +4°C’de bekletildi.

10’ar pl numune tamponu iizerine TPP teknigi kullanilarak saflastirilan alt faz, ara faz
ve kiiltiir sivisindan 30’ar pl eklenerek kisa siire vorteks uygulandi. Vortekslenen 6rnekler
proteinin denatiire olmas1 amaciyla 90°C’de 5 dk bekletildi. Orneklerden 15’er pl ve standart
olarak se¢ilen markerdan 1,5 pl alinarak kuyulara yiiklendi. Jel kasetlerinin yerlestirilecegi tank
1X SDS-PAGE vyiiriitme tamponu ile dolduruldu ve kasetler yerlestirildi. ilk olarak 250 voltta
5-10 dk yiiriiyen jel ikinci asamada 120 voltta 90 dk yiiriitiildii. Yiirtitme islemi tamamlandiktan
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sonra jel giimilis boyama teknigi kullanilarak boyandi. Bu islem igin jel sirasiyla tespit ¢ozeltisi,
rediiksiyon ¢ozeltisi, boyama ¢ozeltisi ve tespit ¢ozeltisiyle muamele edilerek goriintii alindi.
Islem sonrasi jel iizerinde standar proteinlerin ve enzimin yiiriimiis olduklari mesafeler Rt
degerini hesaplamak i¢in 6lgiildii. Hesaplanan Rf degerlerine karsi standart proteinlerin Log
Mk degerleri ile bir grafik olusturuldu ve olusturulan grafik yardimiyla a-amilazin molekiil

kiitlesi hesaplandi.

B. licheniformis SO5 Susundan Elde Edilen a-Amilazin Biyokimyasal Ozelliklerinin
Belirlenmesi

o-Amilazin aktivitesi ve stabilitesi iizerine pH’1n etkisinin belirlenmesi

B. licheniformis SOS5 susundan saflastirilan a-amilazin optimum pH’in1 belirleyebilmek
icin 10 farkli pH arahiginda (pH 3,0-pH 12,0) 4 farkli tampon (sodyum asetat, sodyum fosfat,
Tris-HCI, Glisin-NaOH) ve bu tamponlarin %?2’lik hazirlanmis nisasta ¢ozeltileri kullanildi. En
yiiksek aktivite gosteren pH degeri 100 olarak kabul edildi ve diger degerler (%) bagil aktivite
olarak hesaplandi (Olmez, 2017).

a-Amilazin stabil oldugu pH araligini belirlemek i¢in 50 mM sodyum asetat (pH 3,0-
5,0), sodyum fosfat (pH 6,0-7,0), Tris-HCI (pH 8,0-9,0) ve Glisin-NaOH (pH 10,0-12,0)
tamponlar1 kullanildi. Hazirlanan tampon cozeltilerinden 2 mL alindi ve 2 mL enzim ile
muamele edilerek oda sicakliginda belli araliklarla (30-120 dk) bekletildi. Inkiibasyon 6ncesi
amilaz aktivite miktar1 100 olarak kabul edildi ve inkiibasyon sonrasi aktivite degerleri kalan

aktivite yiizdesi olarak hesaplandi (Riizgar, 2019).

o-Amilazin aktivitesi ve stabilitesi iizerine sicakli@in etkisinin belirlenmesi

Optimum sicaklik belirlemesi yapmak i¢in 10’ar derecelik araliklar ile 10-90°C
sicakliklarda aktivite Ol¢iimleri yapildi. Cikan sonuglar ile grafik olusturuldu. En yiiksek
aktivite gosteren sicaklik degeri 100 olarak kabul edildi ve diger degerler (%) bagil aktivite

olarak hesaplandi.

a-Amilazin stabil sicakliginin belirlenebilmesi i¢in enzim ¢ozeltisi 20°C’den 90°C’ye
kadar 30-120 dk arasinda inkiibasyona birakild1. Inkiibasyon éncesi amilaz aktivite miktar1 100
olarak kabul edildi ve inkiibasyon sonrast aktivite degerleri kalan aktivite yilizdesi olarak

hesaplandi.

Bazi metal iyonlarimin a-amilazin aktivitesine etkisinin belirlenmesi

o-Amilazin aktivitesine baz1 metal iyonlarinin etkisini incelemek amaciyla Zn?, Mn?",

Mg?*, Fe?*, Ca?*, Ni%*, Li*, K*iyonlar1 50 mM pH 7,0 sodyum fosfat tamponu igerisinde 1 mM
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ve 10 mM konsantrasyonlarda hazirlandi. Hazirlanan metal iyon ¢ozeltileri ve enzim 1:1
oraninda muamele edildi ve oda sicakliginda 30 dk inkiibasyona birakild1. inkiibasyondan sonra
aktivite tayin metodu ile aktivite dl¢iimii yapildi. Igerisinde metal iyonu bulunmayan tampon
ile enzim muamelesi kontrol olarak kullanildi ve 100 olarak kabul edildi. Metal iyonlari ile
muamele edilen 6rneklerin aktivitesi kalan aktivite yiizdesi olarak hesaplandi (Malekabadi et
al. 2018).

Baz1 yiizey aktif maddelerin ve inhibitoriin o-amilazin aktivitesine etkisinin
belirlenmesi

a-Amilaza bazi kimyasallarin etkisini belirlemek amaciyla %1 ve %5’lik
konsantrasyonlarda Triton X-100, Tween 20, Tween 80, HO2 ; 5 ve 10 mM’ Ik
konsantrasyonlarda EDTA 50 mM pH 7,0 sodyum fosfat tamponu igerisinde 10 mL’lik olacak
sekilde hazirlandi. Hazirlanan ¢6zeltiden 900 pl alindi ve tizerine enzim ¢ozeltisinden 200 ul
eklenerek 50°C 180 rpm’de 30 dk inkiibasyona birakild1. Inkiibasyon siiresinin sonunda aktivite
tayini yapildi. Kontrol olarak kimyasal bulunmayan tampon ve enzim ¢dzeltisi muamele edilip
ayni kosullarda inkiibasyona birakildi. Aktivitesi 6l¢iilen kontrol 100 olarak kabul edildi ve
diger kimyasallarin aktivitesi ise kontrole gore kalan aktivite yiizdesi olarak hesaplandi
(Malekabadi et al. 2018).

Bazi organik c¢oziiciilerin amilazin a-aktivitesine etkisinin belirlenmesi

a-Amilazin aktivitesi iizerine kullanilan organik c¢oziiciilerin etkisini belirlemek
amaciyla %10’luk ve %30’luk konsantrasyonlarda gliserol, etanol, izopropanol, aseton ve
DMSO ¢ozeltileri hazirlandi. Hazirlanan ¢ozeltilerden 500 pl alinarak 500 pl enzim ¢ozeltisi
ile karigtirildi. 500 ul tampon ¢ozeltisi ve 500 pl enzim ¢ozeltisi ile muamele edildi ve kontrol
olarak kullamldi. Olusan karisim 55°C’de 30 dk inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra
aktivite tayini yapildi. Kontroliin enzim aktivitesi %100 olarak kabul edildi ve bu degere gore

kalan aktivite yiizdesi hesaplandi1 (Olmez, 2017).

Substrat spesifitesinin belirlenmesi

a-Amilazin substrat 6zgiilliigiinii belirlemek amaciyla %2’lik konsantrasyonlarda
amiloz, amilopektin, maltoz, maltodekstrin ve B-siklodekstrin ¢dzeltileri hazirlandi. Hazirlanan
cozeltiler substrat olarak aktivite tayininde kullanildi. Aktivitesi en yiiksek substrat 100 olarak
kabul edildi ve diger degerler (%) bagil aktivite olarak hesaplandi.
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o-Amilazin kinetik parametrelerinin hesaplanmasi

a-Amilazin Km Ve Vmax degerlerinin belirlenmesi amaciyla farkli konsantrasyonlarda
(9%0,5-%2,5) substrat ¢ozeltileri hazirland1 ve aktivite tayini yapildi. Sonuglar belirlendikten
sonra ¢izilen Lineweaver-Burk grafiginden yararlanilarak Km, Vmax, Kcat Ve Katalitik etkinlik
(Kcat/ Km) degerleri hesaplandi (Laemmli, 1970).

Saflastirillan a-Amilazin Ekmek Kalitesini Artirmada Kullanim

SOS5 susundan iiretilen amilazin ekmek kalitesini artirma performansi kullanilan bugday
unu ile ekmek yapim siirecinde test edildi. Enzim eklenmeden normal kosullarda iiretilen
ekmek kontrol olarak kullanildi. 100 g bugday unu, 2 g tuz, 2 g ekmek mayasi, 65 gr su ve 1 kg
un basina 1,936 U saflastirilmis enzim kullanildi. Eklenen malzemeler 20 dk karistirildi. Hamur
%75 bagil nem ortaminda 45 dk 35°C’de dinlendirildi. 70 g’lik bezelere ayrilan hamur bir
kaliba koyuldu, 35 dk 35°C’deki fermantasyon kabininde mayalanmasi igin bekletildi.
210°C’de 20 dk pisirildi. Ayn1 igslemler enzim eklenmeden yapilip kontrol olarak kullanildi
(Sahnoun et al. 2013; Ndangui et al. 2014).

Pisme islemi gerceklestikten 1 saat sonra hacim ve yiikseklik/genislik belirlendi. Hacmi
bilinen bir kaba yerlestirilen somun ekmegin hacim kontrolii yapildi. Hacmin agirliga
boliinmesi ile ekmegin 6zgiil hacmi hesaplandi. Yiikseklik/genislik orani ise ekmekten alinan

kesitin bir tarayic1 yardimiyla taranmasi ile belirlendi (Ait Kaki El-Hadef EI-Okki et al. 2017).
Istatistiksel Analiz

Tiim deneyler ii¢ tekrar halinde yapild1 (n = 3). Ug bagimsiz deney icin ortalamalar,
standart sapmalar ve degerler, ortalama + standart sapma (SD) olarak ifade edildi. GraphPad
Prism ® yazilimi (versiyon 9.0, GraphPad Software, San Diego, CA) istatistik programi
kullanildi.
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ARASTIRMA BULGULARI

Kat1 Besiyerinde a-Amilaz Ureten Bakterilerin Belirlenmesi ve Se¢imi

Stokta muhafaza edilen EA1-EA10 ve SO1-SO15 olmak tizere toplamda 25 adet bakteri
izolat1 nigasta iceren kat1 besiyerine ¢izgi ekim teknigiyle ekildi. Ekilen bakteri izolatlarinin 24
saat 55°C’de biiyiimesi gergeklestikten sonra amilaz pozitif olan bakteri izolatlarinin
belirlenmesi amaciyla liigol ¢ozeltisi ile muamale edildi. Liigol muamelesi sonucunda amilaz
pozitif olan bakteri suslar1 etrafinda seffaf zon olusumu gozlendi ve en uygun bakteri izolatinin

SOS5 olduguna karar verildi.

SO7

Sekil 5. SOS5 susuna ait petri goriintiisii
Sivi a-Amilaz Uretim Besiyerine Bakteri Inokiilasyonu

En yiiksek a-amilaz aktivitesine sahip olan bakteri susu se¢imi yapildiktan sonra nigasta
iceren sivi besiyerine ekim yapildi. DNS metoduyla 24, 48, 72. saatlerde aktivite 6lgiimii
yapildi. B. licheniformis SO5 a-amilazin maksimum aktiviteyi 48. saatte gosterdigi belirlendi

ve sonraki enzim ¢alismalari i¢in kullanildi.
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Sekil 6. S1vi amilaz iiretim besiyerine bakteri inokiilasyonu
Protein Tayini I¢in Kullanilan Standart Grafik

Kiiltir sivisi ve TPP/MFTPP metodu kullanilarak kismi saflastirilan a-amilazin
kantitatif protein tayini Bradford metodu kullanilarak gergeklestirildi. Bunun i¢in ilk olarak
standart grafik hazirland1 ve enzim ¢ozeltisindeki protein miktar: standart grafik kullanilarak

belirlendi. Hazirlanan standart grafik Sekil 7°de gosterildi.
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Sekil 7. Protein standart grafigi
Glukoz Standart Grafigi

Glukoz standart grafigi 0,673 mg/mL konsantrasyonda stok glukoz ¢o6zeltisi
kullanilarak hazirlandi. Enzim aktivitesinin hesaplanmasinda kullanilmak {izere ¢ikan

sonuglara gore konsantrasyona karsi absorbans grafigi ¢izildi (Sekil 8).
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Sekil 8. Glukoz standart grafigi
a-Amilazin Uclii Faz Ayirma (TPP) Teknigi ile Saflastiriimasi

a-Amilazin klasik TPP islemiyle saflagtirllmasinda enzimin en yiiksek verime ve
saflastirma katsayisina sahip oldugu uygun araligi belirlemek amaciyla (NH4)2SOs doygunlugu
ve kiiltiir sivisi:t-biitanol orani gibi farkli proses parametrelerinin optimizasyonu yapildi.
Yapilan bu optimizasyon ¢aligsmalar1 sonucunda, B. licheniformis SOS5 susundan a-amilaz TPP
ile 2 mL kiltiir sivisi (2,9 U/mL) igin %30 tuz doygunlugunda, 1,0:1,5 alkol oraninda ve 60 dk
inkiibasyon siiresinde kismi olarak alt fazda saflastirildig: belirlendi. Elde edilen sonuglar Sekil

9-15’te gosterildi.

Alt faz verim (%) -4-- Alt faz saflastrma katsayisi . Arafaz verim (%) -V¥-- Arafaz saflagtrma katsayisi
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Sekil 9. TPP sistemine %20 amonyum siilfat doygunlugunda farkli t-biitanol oraninin (kiiltiir
stvist:t-biitanol; 1,0:0,5, 1,0:1,0, 1,0:1,5, 1,0:2,0) etkisi
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Alt faz verim (%) -4-- Altfaz saflastrma katsay|S|. Arafaz verim (%) --V¥-- Arafaz saflagtrma katsayisi
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Sekil 10. TPP sistemine %30 amonyum siilfat doygunlugunda farkli t-biitanol oraninin (kiltiir
stvist:t-biitanol; 1,0:0,5, 1,0:1,0, 1,0:1,5, 1,0:2,0) etKisi

Alt faz verim (%)-4-- Alt faz saflagtrma katsayisi . Arafaz verim (%) -¥-- Ara faz saflastrma katsayisi
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Sekil 11. TPP sistemine %40 amonyum siilfat doygunlugunda farkli t-biitanol oraninin (kiltiir
stvisi:t-biitanol; 1,0:0,5, 1,0:1,0, 1,0:1,5, 1,0:2,0) etkisi
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Alt faz verim (%) -4 Altfaz saflastrma katsayisi . Arafaz verim (%) -V-- Arafaz saflagtrma katsayisi
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Sekil 12. TPP sistemine %50 amonyum siilfat doygunlugunda farkli t-biitanol oraninin (kiltiir
stvist:t-biitanol; 1,0:0,5, 1,0:1,0, 1,0:1,5, 1,0:2,0) etKisi

Alt faz verim (%)-4-- Alt faz saflagtrma katsayis! . Ara faz verim (%)--¥-- Ara faz saflagtrma katsayisi
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Sekil 13. TPP sistemine %60 amonyum siilfat doygunlugunda farkli t-biitanol oraninin (kiltiir
stvisi:t-biitanol; 1,0:0,5, 1,0:1,0, 1,0:1,5, 1,0:2,0) etkisi
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Alt faz verim (%) -4-- Alt faz saflagtirma katsayisi . Arafaz verim (%) --¥-- Arafaz saflagtrma katsayisi
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Sekil 14. TPP sistemine %70 amonyum siilfat doygunlugunda farkli t-biitanol oraninin (kiltiir
stvist:t-biitanol; 1,0:0,5, 1,0:1,0, 1,0:1,5, 1,0:2,0) etKisi

Alt faz verim (%) -4--  Alt faz saflastrma katsayis! . Arafaz verim (%) -V¥-- Arafaz saflastrma katsayisi
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Kiltiir sivisi:t-biitanol

Sekil 15. TPP sistemine %80 amonyum siilfat doygunlugunda farkli t-biitanol oraninin (kiltiir
stvisi:t-biitanol; 1,0:0,5, 1,0:1,0, 1,0:1,5, 1,0:2,0) etkisi

TPP sistemine pH etkisi

TPP sisteminde en uygun tuz doygunlugu ve alkol orani belirlendikten sonra sistemin
optimizasyonunu gerc¢eklestirmek amaciyla farkli degerlerde pH (3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12)
ayarlamasi yapilarak 2 mL kiiltiir sivist (1,93 U/mL) i¢in iglemler tekrarlandi. Sekil 16’da elde

edilen sonuglara bakilarak en uygun deger olarak pH 9,0 belirlendi.
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Sekil 16. TPP sistemine pH’n etkisi

TPP sistemine sicaklik etkisi

TPP sisteminde en uygun tuz doygunlugu, alkol orani ve pH degeri belirlendikten sonra
sicaklik optimizasyonunu gergeklestirmek amaciyla 2 mL kiiltiir stvisi (1,77 U/mL) i¢in farkli
sicaklik (30, 40, 50, 60°C) degerlerinde islemler tekrarlandi. Sekil 17°de elde edilen sonuglara

bakilarak en uygun sicaklik degeri 30°C olarak belirlendi.
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Sekil 17. TPP sistemine sicaklik etkisi
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a-Amilazin Manyetik Alan Destekli Uclii Faz Ayirma (MFTPP) Teknigi ile Saflagtirilmasi

MFTPP’nin optimum sartlarin1 belirlemek amaciyla manyetik alan siiresi, gorev
dongiisii ve manyetik alan giicii olmak {izere ¢esitli parametreler degistirilerek 4 mL kiiltiir
stvist (1,29 U/mL) i¢in bir dizi islem uygulanmistir. Uygulanan islemler sonrasi en uygun
sartlar sirastyla sirastyla 10 dk, %30 ve 70 W olarak belirlendi. Elde edilen sonuglar Sekil 18-
23’de gosterildi.

Altfaz verim (%) -4-- Altfaz saflagtrma katsaysi . Arafaz verim (%) --¥-- Arafaz saflastrma katsayisi
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Sekil 18. Manyetik alan siiresinin ve gorev dongisiiniin (%10) o-amilazin %verim ve
saflagtirma katsayisina etkisi

Altfaz verim (%) -4-- Altfaz saflagtrma katsayisi . Arafaz verim (%) -¥-- Arafaz saflagtrma katsayisi
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Sekil 19. Manyetik alan siiresinin ve gorev dongiisiinin (%30) o-amilazin %verim ve
saflagtirma katsayisina etkisi
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Alt faz verim (%) -49-- Altfaz saflagtirma katsayisi . Ara faz verim (%) -¥-- Arafaz saflastirma katsayisi
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Sekil 20. Manyetik alan siiresinin ve gorev dongiisiiniin (%50) a-amilazin %verim ve
saflagtirma katsayisina etkisi

Alt faz verim (%) -4-- Altfaz saflagtirma katsayisi . Arafaz verim (%) --V-- Ara faz saflastrma katsayisi
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Sekil 21. Manyetik alan siiresinin ve gorev dongiisiinin (%70) o-amilazin %verim ve
saflagtirma katsayisina etkisi
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Alt faz verim (%) -4-- Altfaz saflagtrma katsayisi . Arafaz verim (%) --¥-- Arafaz saflagtirma katsayisi
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Sekil 22. Manyetik alan siiresinin ve gorev dongiisiinin (%100) a-amilazin %verim ve
saflagtirma katsayisina etkisi

Alt faz verim (%) -4-- Alt faz saflagtrma katsaysi . Arafaz verim (%) -@-- Arafaz saflastirma katsayisi
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Sekil 23. Manyetik alan giicliniin o-amilazin %verim ve saflastirma katsayisina etkisi
(manyetik alan siiresi: 10 dk, gorev dongiisii: %30, kiiltiir sivist: 2,2 U/mL)
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B. licheniformis SO5 a-amilazinin TPP ve MFTPP yontemiyle saflastirma
sonuclar

B. licheniformis SO5’ten o-amilaz enzimi TPP optimizasyonu ile belirlenen
parametreler kullanilarak 4 mL kiiltiir stvist (0,9 U/mL) i¢in %30 (w/v) amonyum siilfat
doygunlugu, 1,0:1,5 (v/v) kiiltiir sivist:t-biitanol oran1 ve pH 9,0’da %105 verimle 1,84 kat;
MFTPP ile belirlenen parametreler kullanilarak %30 gorev dongiisii, 10 dk manyetik alan siiresi

ve 70 W manyetik alan giiciinde %195 verimle 3,07 kat alt fazda kismi olarak saflastirildi.

Tablo 5. B. licheniformis SO5’ten Saflastirilan a-Amilazin Saflagtirma Tablosu

Basamak ’_g g
°PE XL FE RP3TL RFE 5IL g 49
Kiiltiir s1vist 4 0,9 4,08 3,36 26,1 10,6 100 1
TPP Alt Faz 3 1,22 2,29 3,52 13,4 19,5 105 1,84
TPP Ara Faz 1 0,37 191 0,37 1,91 5,34 8,82 0,5
MFTPP Alt Faz 3 2,21 2,95 6,5 15,4 32,4 195 3,07
MFTPP Ara Faz 1 0,45 7,01 0,45 7,01 3,5 11,2 0,32

SDS-PAGE Yéntemi ile Enzimin Molekiil Agirhigimin Belirlenmesi

TPP/MFTPP teknigiyle B. licheniformis SOS5 susundan saflastirilan amilaz enziminin
safligin1 ve molekiil agirliginin belirlemek amaciyla SDS-PAGE yapildi (Sekil 25). Log Mk-
Rf grafigini elde etmek i¢in standart protein ve enzimlerin jel iizerinde ylirlimiis olduklari
mesafeler olciildii. Sekil 24°te ¢izilen grafikten yararlanarak a-amilaz enziminin molekiil

agirlig1 ~68,7 kDa olarak hesaplandi.
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Sekil 24. Log Mk-Rs grafigi
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Sekil 25. B. licheniformis SO5’ten TPP ve MFTPP sistemiyle saflastirilan amilazin SDS-PAGE
goriintiisti, M: Marker, a: Kiiltiir sivist, b. MFTPP alt faz, c. MFTPP ara faz, d. TPP alt faz, e.

TPP ara faz
B. licheniformis SO5 a-Amilazinin Biyokimyasal Karakterizasyonu Calismalari
a-Amilazin aktivitesi ve stabilitesi iizerine pH’1n etkisi

SOS5’ten saflagtirilan amilazin optimum pH’sin1 belirlemek amaciyla farkli tamponlarla
hazirlanan 10 farkli pH degerinden elde edilen aktivite sonuglarina gore grafik olusturuldu
(Sekil 26). Grafige gore amilazin pH 7,0’de en yiiksek aktiviteye sahip oldugu gézlenmektedir.
pH 3,0 ve 4,0 disinda B.licheniformis SO5 susundan elde edilen amilaz %45’in tizerinde aktivite
gosterdigi belirlenmistir. pH degeri yiikseldikce aktivitenin yiikseldigi ancak pH 7,0’den sonra

aktivitenin diigmeye basladig1 grafikten gézlenmektedir.

120+
80+

40+

Bagil Aktivite (%)

Sekil 26. a-Amilaz igin optimum pH grafigi
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a-Amilazin asidik ve bazik ortamda stabilitesini belirlemek amaciyla 2 saat boyunca pH
3,0 ve pH 12,0 araligindaki degerlerde enzim aktivitesi 6lgiildii. Olgiilen aktivite sonuclarina
gore grafik ¢izildi ve Sekil 27’ de gosterildi. 2 saatin sonunda tiim pH degerlerinde SO5 amilazin
aktivitesini %40’ {izerinde korudugu; 120. dakikada pH 3,0 disindaki degerlerde kalan
aktivitenin %70 iizerinde oldugu goézlemlendi (Sekil 27).
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pH 8.0

B pH9.0
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wpH 11,0
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Sekil 27. Amilaz igin stabil pH grafigi

a-Amilazin aktivitesi ve stabilitesi iizerine sicakhigin etkisi

SO5’ten saflagtirilan a-amilazin 20-90°C’ye kadar olan sicaklik araliginda aktivite
Olctimii yapildi. Farkli sicakliklarda ¢alisilan amilazin aktivitelerine gore c¢izilen grafikte
gosterildigi gibi optimum sicaklik 50°C olarak belirlendi. Elde edilen veriler Sekil 28’de

gosterildi.
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Sekil 28. a-Amilaz i¢in optimum sicaklik grafigi

a-Amilazin 20-90°C araliginda 120 dk siiresince aktivite 6l¢iimii yapildi. Sekil 29°da
gosterildigi gibi B. licheniformis SO5’ten saflagtirilan amilazin farkli sicakliklarda 30 ve 60.
dk’da biitiin degerlerde aktivitesini %40 tizerinde korudugu; 90-120 dk arasinda 20, 30, 80
90°C’de %50 tizerinde, 40, 50, 60 ve 70°C’de 90. dk’da %60 iizerinde, 120.dk’da ise %20

tizerinde kalan aktiviteye sahip oldugu gozlendi (Sekil 29).
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Sekil 29. a-Amilaz i¢in stabil sicaklik grafigi

Bazi metal iyonlarinin enzim aktivitesi iizerine etkisi

a-Amilaz aktivitesi lizerine bazi metal iyonlarinin etkisini incelenmek amaciyla 1 mM
ve 10 mM’lik konsantrasyonlardaki Li*, Mg?*, Ca?*, Mn?*, Ni?*, Fe?*, K*, Zn?* metal iyonlar
amilaz aktivitesi 6lgtimiinde kullanildi. 1 ve 10 mM’lik konsantrasyonlarda Li* varliginda

44



%80’in iizerinde, Ca?* varhginda %100’iin iizerinde, Zn?* ve Fe?" iyonlarinin varliginda ise
%150°nin iizerinde enzimin aktivitesinde artis oldugu; Mn?*, Mg?*, Ni%*, K* iyonlarmmn
varhiginda ise aktiviteyi %50’nin iizerinde inhibe edildigi tespit edildi. Metal iyonlarinin

varliginda enzim aktivitesinin etkisi Sekil 30’da gosterilmistir.
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Sekil 30. 1 mM ve 10 mM konsantrasyonlarda hazirlanan metal iyonlarinin enzim aktivesi
tizerine etkisi

Baz yiizey aktif madde ve inhibitorlerin enzim aktivitesi iizerine etkisi

a-Amilazin aktivitesi lizerine ylizey aktif maddeleri ve inhibitorlerin etkilerini
arastirmak i¢in %1 ve %5’lik konsantrasyonlarda Triton X-100, Tween-80, Tween-20 ve H2Oy;
5 ve 10 mM’lik konsantrasyonlarda EDTA kullanildi. Tablo 6’da verilen sonuglara goére

amilazin Triton X-100 varliginda aktivitesini %90’dan fazla korudugu goézlendi. Tween-80 ve
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Tween-20 yiizey aktif maddelerinin varliginda ise enzimin aktivitesini artirdigi belirlendi. 5 ve
10 mM’ lik konsantrasyonlarda kullanilan EDTA’nin ve %]1’lik konsantrasyondaki H202 nin
ise enzimi yaklasik %66 oraninda inhibe ettigi, buna karsiik H202’nin %5’lik

konsantrasyonunda ise enzimin aktivitesini %95 oraninda korudugu tespit edildi.

Tablo 6. Yiizey Aktif Maddelerin ve Inhibitoriin Amilaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

Yiizey Aktif Maddeler Konsantrasyon (%0) Kalan Aktivite (%)
H.0; 1 34,640,159
5 95,5+8,495
Triton X-100 1 91,1+ 0,611
5 91,4+ 9,334
Tween-20 1 234,94+ 4,751
5 156,8+ 15,253
Tween-80 1 109,7+ 4,548
5 171,4 + 24,858
Inhibitor Konsantrasyon (mM) Kalan Aktivite (%)
EDTA 5 33,2+3,61
10 33,7+ 5,363

Bazi organik coziiciilerin enzim aktivitesi iizerine etkisi

a-Amilazin aktivitesi lizerine organik ¢oziiciilerin etkisini aragtirmak i¢in %10 ve %30
konsantrasyonlarda gliserol, etanol, izopropanol, aseton ve DMSO kullanildi. Tablo 7°de

verilen sonuglara gore kullanilan organik ¢oziiciilerin amilaz aktivitesini artirdig1 gézlendi.

Tablo 7. Baz1 Organik Céziiciilerin a-Amilaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

Organik Coziiciiler Konsantrasyon (%) Kalan Aktivite (%0)
Gliserol 10 186,7+3,403
30 216,7+10,439
Etanol 10 120,9+4,979
30 124,344,353
Izopropanol 10 122,7+3,835
30 155,4+3,445
Aseton 10 137,8+4,575
30 166,6+11,035
DMSO 10 122,346,388
30 120,2+3,649
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Substrat Spesifitesi

B. licheniformis SO5’ten saflastirilmis amilazin substrat 6zgilliigii ¢esitli substratlar
kullanilarak test edildi. Yapilan deneyler sonucunda elde edilen veriler degerlendirildiginde
amilazin substrat olarak bugday nisatasi i¢in en yiiksek aktiviteyi gosterdigi belirlendi (Tablo
8).

Tablo 8. B. licheniformis SO5 Amilazinin Substrat - % Bagil Aktivite Degerleri

Substrat Bagil Aktivite (%)
Bugday Nisastasi 100,0 + 0,001
Maltotrioz 91,91+ 2,871
Amilopektin 95,38+ 3,872
B-siklodekstrin 74,14+1,091

a-Amilazin kinetik parametrelerinin belirlenmesi

B.licheniformis SOS5 susundan saflastirilan a-amilazin maltotrioz, B-siklodekstrin,
amilopektin ve bugday nisastasi i¢in Km ve Vmax degerleri Lineweaver-Burk grafigi kullanilarak
hesaplandi. Kullanilan grafige gore; Maltotrioz i¢in Ky degeri 0,81 puM, Vmax degeri 1,225
umol.mL™t.dk?, Kear degeri 0,51 s, Kea/Km degeri 0,415 st.mM™?; B-siklodekstrin igin Km
degeri 0,29 uM, Vmax degeri 1,405 pmol.mLt.dk™, Kcar degeri 0,58 s, Keat/Km degeri 2 s*.mM-
1. amilopektin icin Km degeri 0,62 uM, Vmax degeri 2,24 umol.mL.dk?, Keat degeri 0,93 s,
Kca/Km degeri 1,5 ve bugday nisastasi igin Km degeri 1,19 uM, Vmax degeri 3,42 umol.mL*.dk
1 Keat degeri 1,425 s, Kcai/Km 1,2 st.mM™ degeri olarak hesapland1 (Sekil 31-34).

Amilopektin
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Sekil 31. Amilopektin substrati i¢in Km Ve Vmax bulunmasina yonelik Lineweaver-Burk grafigi
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Maltotrioz
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Sekil 32. Maltotrioz substrati i¢in Km Ve Vmax bulunmasina yonelik Lineweaver-Burk grafigi

Bugday Nisastasi
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Sekil 33. Bugday nisastasi substrati i¢gin Km Ve Vmax bulunmasina yonelik Lineweaver-Burk

grafigi
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B-siklodekstrin y=0,208x +0,7113
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Sekil 34. B-siklodekstrin substrati i¢in Km Ve Vmax bulunmasina yonelik Lineweaver-Burk
grafigi

Kismi Olarak Saflastirillan o-Amilazin Ekmek Kalitesini Artirmada Kullanimi

Kontrol (enzimsiz) ve saflastirilan a-amilaz ile gergeklestirilen pigirme testlerinden elde

edilen sonuclar Sekil 35 ve Sekil 36°da verildi.

Bulgular, saflastirilmis amilaz ile iiretilen ekmegin kontrole gore agirlik bakimindan
daha fazla, sekil olarak daha diizenli, doku bakimindan daha yumusak ve mayalanma siiresinin
daha kisa oldugunu ortaya ¢ikardi. Ekmek dilimleri oda kosullarinda ayni sartlarda 10 giin
bekletildikten sonra sonra kontrole kiyasla enzimli ekmekte kiif olusumunda 6nemli derece
azalma gozlemlendi ve buna baghh olarak raf Omriiniin olumlu yo6nde etkilendigi
distintilmektedir. (Sekil 36). Kismi saflastirilan a-amilaz ilavesinin, kontrole kiyasla ekmegin
Ozgiil hacminde, yiikseklik/genislik oraninda ve agirliginda sirasiyla 0,09, 0,25 ve 4,2 g’lik
artisa sebep oldugu kaydedildi (Tablo 9).

Sekil 35. Ekmek diliminin enine kesiti: a) Kontrol, b) B. licheniformis SO5 a-amilaz
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Sekil 36. 10 giin oda kosullarinda bekletilen ekmek diliminde kiif olusum miktari: a) Kontrol,
b) B. licheniformis SO5 a-amilaz

Tablo 9. a-Amilaz Aktivitesinin Ozgiil Hacim ve Yiikseklik/Genislik Oran1 Uzerine Etkisinin
Degerlendirilmesi.

Ozgiil Hacim Yiikseklik/Genislik Agirhik

(cm/g) (Oran) (9)
a-amilaz bulunmayan ekmek 1,73 1 138,6
a-amilaz bulunan ekmek 1,82 1,25 142,8
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TARTISMA ve SONUC

Biyoteknolojinin gelismesiyle birlikte endiistriyel tiretimde kullanilan kimyasal
katalizorlere alternatif olarak istenmeyen iiriinlerin olusumunu azaltan, etkinligi yiiksek, ¢evre
dostu ve yiiksek iiriin spesifikligine sahip enzimlerin kullanimina olan ilgi de giin gectikge
artmaktadir. Yesil katalizorler olarak goriilen enzimleri biyokatalizor olarak kullanmanin tek
dezavantaji, saflastirma icin gereken c¢ok adimli prosediirlerden kaynaklanan yiiksek
maliyetidir. Bu nedenle enzimlerin ayrilmasi ve derisiklestirilmesi igin, hem maliyetin 6nemli
Olclide azaltilmasina yardimci olacak hemde sahip oldugu diger avantajlar1 ile TPP gibi
alternatif ekstraksiyon yontemleri gelistirilmistir. Endiistriyel biyoteknoloji firmalari, kimyasal
maddelerin iretiminde enzimler veya biyokatalizorler tretmek igin biyolojik sistemler
kullanirlar. Endiistriyel biyoteknolojinin amaci, yiiksek ve diisiik pH ya da sicaklik derecelerine
kars1 zor kosullar altinda yasamlarimi siirdiirebilecek mikroorganizmalar ve Ozelliklerini
kaybetmeyen biyomolekiiller belirlemektir. Biyoteknolojik yontemlerle siklikla iiretilen ve
kullanilan enzimlerden bazilarinin; proteinleri pargalayan proteaz, yaglari etkileyen lipaz,
seliilozu pargalayan seliilaz ve nisastay1 basit sekerlere doniistiiren amilaz oldugu bilinmektedir

(Cirakoglu, 2009; Goziikara, 1997; Salvi & Yadav, 2020).

Amilazin endiistride yaygin kullanim alanlar1 bulunmaktadir. Glukoz ve fruktoz surubu
iiretimi, kagit ve tekstil endiistrisi, meyve suyu ve alkollii i¢ecek tiretimi, deterjan endiistrisinde
leke giderimi ve en yaygin olarak firincilik endistrisinde basariyla kullanilmaktadir. Amilaz
ekmek yapiminda hamurun hacmini ve i¢ yapisini degistirerek normal hamura gore daha kaliteli
bir iiretim saglamaktadir. Buna bagli olarak ekmek bayatlamasini geciktirerek raf odmriinii
uzatir. Ayni1 zamanda mayalanma siiresinin kisalmasi nedeniyle kisa siirede kaliteli iiretim

saglar (Pandey et al. 2000).

Bu tez c¢alismasi kapsaminda; daha onceden izolasyonu ve identifikasyonu
gerceklestirilmis olan B. licheniformis SOS5’ten iiretilen a-amilaz, TPP’nin farkli bir

modifikasyonuyla ger¢eklestirilen manyetik alan destekli TPP yontemiyle saflastirildi.

B. licheniformis SOS5’ten izole edilen a-amilazm TPP yontemi kullanilarak
saflagtirllmas1 amaciyla ilk asama olarak organik ¢6zgen, tuz ve pH optimizasyonu yapildi. a-
Amilaz pH 7,0’de, 1,0:1,5 (kiltiir sivisi:t-biitanol orani) ve %30 doygun amonyum siilfat
kullanilarak %105 verimle 1,84 kat saflagtirildi. Literatiirde TPP ile etkili faz ayrimi

gerceklesmesi i¢in 1,0:1,0 ve 1,0:1,5 (v/v) kiiltiir stvist:t-biitanol orani1 bildirilmistir (David et

51



al. 2017; Mondal et al. 2003). Amilazin TPP teknigi kullanilarak saflastirmadaki basarisi ve
elde edilen sonuglar literatiirde verilmistir. a-Amilazin Bacillus amiloliquefaciens’den %174
verim ile 10 kat, bugday tohumundan ise %77 verim ile 55 kat (Mondal et al. 2003),
OSBS6’dan %32,4 verim ile 7,23 kat (Riizgar, 2019), SO7’den %28,65 verim ile 1,95 kat
(Olmez, 2017) saflastirildign bildirilmistir. Literatiir ile karsilastirma yapildiginda B.
licheniformis SOS5 susundan saflastirilan amilazin TPP teknigi kullanilarak yiiksek verimle elde

edildigi goriilmektedir.

Bu tez ¢alismasinda o-amilaz enziminin saflastirilmasi i¢in ilk olarak klasik TPP
yapildi. Daha sonra verim ve saflastirma derecesini artirmak amaciyla TPP yontemi modifiye
edilerek ilk defa manyetik alan destekli TPP gerceklestirildi. Tablo 10°da MFTPP ve TPP
sisteminin karsilastirilmasi 6zetlenmistir. Klasik TPP tekniginde optimize edilen sartlar ile a-
amilazin kismi saflagtirilmasi %30 gorev dongiisii ve 70 W manyetik alan giicii kullanarak
MEFTPP sistemi uygulandi. Klasik TPP’de elde edilen %105 verim ve 1,84 saflagtirma kati
MFTPP’de %195 verim ve 3,07 saflastirma katina yiikselerek 6nemli 6l¢iide basari elde edildi.
Klasik TPP’de uygulanan 60 dk’lik siirenin MFTPP’de 10 dk’ya diistiigii goriilmektedir. TPP
ile yapilan saflastirmalarda bazi durumlarda toplam enzim aktivitesinde artis gozlenmektedir.
Bunun sonucu olarak enzimlerin spesifik aktivitesindeki artisin arkasindaki mekanizma hala
tam olarak aciklanamamis olsa da, bunun baslica nedenlerinin inhibitérlerin enzim
preparatlarindan uzaklastirilmasi, enzim molekiiliiniin artan esnekligi, yapisal degisiklikler ve
konformasyonel sikilasma olabilecegi diisiiniilmektedir (Bayraktar & Onal 2013; Rawdkuen
et al. 2010).

Tablo 10. TPP ve MFTPP Sisteminin Optimize Edilen Sartlarda % Geri Kazanim ve
Saflagtirma Katinin Karsilastirilmasi

Sistem Optimum Kosullar % Verim Saflastirma Kat1 Islem Siiresi (dk)
TPP %30 (W/v) NH2SO4, %105 1,84 60
1,0:1,5 t-biitanol, 30°C,
pH 9,0
MFTPP %30 (W/v) NH2SOq, %195 3,07 10

1,0:1,5 t-biitanol, 30°C,
pH 9,0, gbrev dongiisii
%30, manyetik alan giicii
70w

Literatiir ¢alismalar1 incelendiginde ¢esitli TPP teknikleriyle yapilan saflagtirmalar su
sekildedir; Trametes hirsuta’dan lakkaz enzimini mikrodalga destekli igli faz ayirma
(MWTPP) kullanarak %20 gorev dongiisii, 20 W gii¢ ile %59,8 verimle 13,9 kat saflagtirmay1
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7 dakikada gerceklestirmislerdir (Patil & Yadav, 2018). Bacillus sphaericus MTCC susundan
fibrinolitik bir enzim ultrasonik destekli ti¢lii faz ayirma (UATPP) kullanarak %40 gorev
dongiist, 150 W giic ile %65 verimle 16,15 kat saflastirmay1 5 dakikada gergeklestirmislerdir
(Avhad et al. 2014). Zhang et al. (2017) ultrasonik destekli TPP kullanarak %50 goérev
dongiisii, 150 W giig ile %93,4 verimle 6,69 kat saflastirmay1 5 dakikada gerceklestirmislerdir.
Vetal et al. (2014) tarafindan yapilan ¢alismada ultrasonik destekli TPP kullanilarak 180 W gii¢
ile 14 dakika siire kullanarak %83,36 ve %85,58 verim elde etmislerdir.

Klasik TPP ile karsilastirildiginda TPP modifikasyonlar1 ile yapilan ¢aligsmalardaki
verim, saflastirma oranm1 ve faz ayrilma etkinligindeki artis farkli mekanizmalarla
aciklanmaktadir. Ornegin; MWTPP ile ilgili yapilan calismalarda bu ydntemin temel
prensibinin, molekiiler hareketi artiran iyonik iletim ve dipol doniis yoluyla 1s1 tiretimi oldugu
bildirilmistir. Bu teknigin mekanizmasi su sekilde agiklanmaktadir: Molekiillerin ayn1 frekansta
donmesi sonunda molekiiler siirtinmeye neden olmakta ve bu da sicakligin artmasina sebep
olmaktadir. Sicaklik yiikseldikge, solvent erisimi matrikse daha etkili bir sekilde niifuz ederek
ekstraksiyonu miimkiin kilmakta ve verimi artirmaktadir. Isinlama stiresi ve giicii, ulasilan nihai
sicakligi ve 1sinin lokalizasyonunu etkilemektedir. Sonug¢ olarak mikrodalganin, bir matriks
icindeki hedef molekiiliin difiizyonunu artirabildigi ileri siiriilmistiir (Veggi et al. 2013; Zou et
al. 2013). ATPS'nin manyetik pargaciklarla kombinasyonu ile yapilan bir ¢alismada, harici bir
manyetik alan uygulamasinin ardindan faz ayrilma oraninin 6nemli Olgiide arttigi tespit
edilmistir (Fischer et al. 2013). Yapilan bir ¢aligmada, yeni bir yontem olan elektromanyetik
ayirma teknigi ile proteinlerin saflastirilmasinda yiliksek elektrik alan gliciiniin, partikiil
yorlingesinin sapmasini ve agregatlar arasinda ayrilmay: sagladigi bdylece protein ayirma
verimliligini 6nemli Olclide artirdig1 ifade edilmektedir. Yine ayni calismada, yiikli
parcaciklarin yoriingesini daha fazla degistirmek ve proteinlerin ayirma verimliligini daha da
artirmak i¢in bir manyetik alan uygulanabilecegi belirtilmektedir (Zhu et al. 2021). Manyetik
alanin yiikli parcaciklar {izerinde Lorentz kuvveti olarak adlandirilan bir kuvvet
uygulayabilecegi ve hareketli yiikler tlizerinde bir sapma etkisine neden olabilecegi
vurgulanmaktadir (Gao et al. 2019). Bu tez ¢alismasinda uygulanan MFTPP yonteminde de
benzer sekilde, manyetik alandan kaynaklanan yiiklii pargaciklar tizerindeki sapma etkisinin faz
ayrilma oranini ve hedef proteinin diflizyonunu artirabilecegi seklinde bir mekanizma ileri

surtlebilir.

B. licheniformis SO5 susu kullanilarak saflastirilan a-amilazin molekiil kiitlesi ~68.7
kDa olarak belirlendi. Ayrica SDS-PAGE ile enzimin TPP teknigi kullanilarak saflagtiriimasi

sonucunda enzimin alt fazda kaldigi goriildi. Literatiirde; Bacillus sp. GA4 a-amilazinin
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molekiil kiitlesinin 55 kDa (Ozdemir & Ozcan, 2020), Bacillus subtilis o-amilazinin molekiil
agirligint 59 kDa (Bukhari & Rehman, 2015) ve Bacillus thuringiensis subsp. Kurstaki a-
amilazinin 51 kDa molekiil kiitlesine (Smitha et al. 2015) sahip oldugu bildirilmistir.

B. licheniformis SO5 susu kullanilarak a-amilazin optimum pH’s1 7,0 olarak tespit
edildi. pH 3,0 ve 4,0 disinda B.licheniformis SO5 susundan elde edilen amilazin %45’in
tizerinde aktivite gosterdigi belirlenmistir. pH degeri yiikseldikge aktivitenin yilikseldigi ancak
pH 7,0’den sonra aktivitenin diigmeye basladigi grafikten gézlenmektedir. Ayn1 zamanda 120
dk boyunca yapilan aktivite 6l¢limii sonunda tiim pH degerlerinde SO5 amilazin aktivitesini
%40’ tlizerinde korudugu; 120. dakikada pH 3,0 disindaki degerlerde kalan aktivitenin %70
tizerinde oldugu goézlemlendi. B. licheniformis CUMC305 kullanilarak saflastirilan a-amilaz
icin optimum pH’nin 9,0 oldugu ve 18 saatlik inkiibasyon siiresinden sonra pH 3,0-6,0 arasinda
aktivitesini %50 tlizerinde; pH 7,0-9,0 arasinda %100, pH 10,0’da ise sahip oldugu aktivitenin
yaklasik %95’ini korudugu bildirilmistir (Krishnan & Chandra, 1983). B. mojavensis A21
kullanilarak saflastirilan a-amilaz i¢in optimum pH 6,5 olarak bildirilmistir (Sidkey et al. 2011).
Geobacillus sp. TF14’ten saflastirilan a-amilaz i¢in pH 5,0 ve pH 9,0’da optimum pH’a sahip
oldugu ve 48 saatlik inkiibasyonun sonunda bu iki pH degerinde kararli oldugunu
bildirmislerdir (Keskin & Ertunga, 2017). Bacillus subtilis kullanilarak saflastirilan a-amilaz
icin optimum pH degeri 7,0 olarak bildirilmistir (Bukhari & Rehman, 2015). Genis pH
araliginda uzun siire stabil kalan a-amilazin endiistriyel kullanim agisindan avantajli oldugu ve

bundan dolayr SO5 amilazinin da bu 6zellige sahip oldugu diisiiniilmektedir.

B. licheniformis SOS5 kullanilarak saflastirilan a-amilazin sicaklik profili incelendi ve
optimum sicaklik 50°C olarak tespit edildi. Ayrica B. licheniformis SO5’ten saflastirilan
amilazin farkl sicakliklarda 30 ve 60. dk’da biitiin degerlerde aktivitesini %40 tiizerinde
korudugu; 90-120 dk arasinda 20, 30, 80 90°C’de %50 {iizerinde, 40, 50, 60 ve 70°C’de 90.
dk’da %60 iizerinde, 120.dk’da ise %20 {izerinde kalan aktiviteye sahip oldugu gozlendi.
Metabolik aktiviteleri etkileyerek mikroorganizmanin biiyiimesini etkileyen sicaklik enzim
tiretiminde Onemli bir parametredir. 50°C’den sonra aktivitede meydana gelen diisiisiin
yiikselen sicaklik ile birlikte termal proteinlerin inaktivasyonundan kaynaklanabilecegi ve
Bacillus cinsinden iiretilen a-amilaz enziminin sicaklik profilinin gogunlukla 20-70°C arasinda
oldugu belirtilmistir (Bano et al. 2011; Amoozegar et al. 2003). Literatiir ¢alismalar
incelendiginde; Bacillus sp. A-3 susu kullanilarak saflastirilan a-amilaz igin optimum sicaklik
37°C ve ayn1 zamanda 40°C dereceye kadar sicakligin stabil kaldigi bildirilmistir (Batur &
Aygan, 2015). Bacillus sp. suslarindan elde dilen amilazin optimum aktivite gosterdigi sicaklik

degeri 25°C olarak belirtilmis ve 10-40°C arasinda 30 dakika boyunca aktivitesinin yaklagik
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%96’sin1 korudugu bildirilmistir (Arabaci, 2011). Bacillus subtilis’ten saflastirilan a-amilazin
optimum sicaklik degeri 37°C olarak belirtilmis ve 25-80°C arasinda aktivitesini korumasina
ragmen 80°C’de aktivitesinin bir kismini kaybettigi belirtilmistir (Bukhari & Rehman, 2015).
Literatiirde bulunan c¢alismalar ile karsilastirma yapildiginda yapilan bu galismada B.
licheniformis SO5 a-amilazin sicaklik toleransinin yiiksek oldugu ve genis sicaklik araliginda

kararlilik gosterdigi belirlenmistir.

SOS susundan amilazin aktivitesine 1 mM ve 10 mM konsantrasyonlarda Li*, Mg?*,
Ca?*, Mn?*, Ni?*, Fe?*, K*, Zn?" metal iyonlarinin etkisi incelendiginde 1 ve 10 mM’lik
konsantrasyonlarda Li* varliginda %80’in iizerinde, Ca?* varliginda %100’iin iizerinde, Zn?*
ve Fe?* iyonlarinin varhiginda ise %150’nin iizerinde enzimin aktivitesinde artis oldugu; Mn?*,
Mg?*, Ni?*, K* iyonlarimin varliginda ise %50’nin {izerinde enzimin inhibe edildigi tespit edildi.
a-Amilaz enziminin genel olarak iki degerlige sahip metal iyonlarinin varliginda yiiksek
aktiviteye sahip oldugu ve ozellikle yapisal stabiliteleri igin Ca?" iyonuna ihtiya¢c duyan
metalloenzimler oldugu bunun yaninda bazi amilazlarin kalsiyum iyonundan bagimsiz oldugu
belirtilmistir (Pandey et al. 2000; Gupta et al. 2003; Wang et al. 2019). Literatiir caligmalari
incelendiginde; Bacillus amyloliquefaciens’den elde edilen a-amilazin aktivitesine 1 mM
konsantrasyona sahip iyonlarin 10 mM konsantrasyona sahip olanlara goére etkisinin daha fazla
oldugu ve 1 mM konsantrasyona sahip Fe**, Cu?* ve Ca?" iyonlar1 tarafindan aktive edilirken 1
mM ve 5 mM konsantrasyonlarmda Mn?* ve Ni?* iyonlar tarafindan ise yiiksek oranda inhibe
edildigi belirtilmistir (Fouda, 2021). Bacillus amyloliquefaciens'ten saflagtirilan a-amilazin
aktivitesine metal iyonlarinin zorunlu bir gereksinim gdstermedigi bunun yaninda Ca?* ve Cu?*
iyonlarmin varhiginda aktivite {izerinde artirict bir etki sergiledigi gosterilmistir (Gangadharan
et al. 2009). Bacillus subtilis susundan saflastirilan a-amilazin Na* ve Zn?* iyonlarmin enzim
aktivitesini artiric1 yonde etki ettigi ancak AI%*, K*, Ca?* ve Hg?* iyonlarmin farkli oranlarda

enzim inhibisyonuna sebep oldugu bildirilmistir (David et al. 2017).

B. licheniformis SO5 a-amilazin aktivitesine %1 ve %5’lik konsantrasyonlarda H»>O3,
Triton X-100, Tween-80 ve Tween-20 aynt zamanda 5 mM ve 10 mM’lik konsantrasyonlarda
EDTA’nm etkisi incelendi. a-Amilazin Triton X-100 varliginda aktivitesini %90’dan fazla
korudugu, Tween-80 ve Tween-20 yiizey aktif maddelerinin varliginda ise enzimin aktivitesini
artirdig1 belirlendi. 5 ve 10 mM ‘lik konsantrasyonlarda kullanilan EDTA’nin ve %1°lik
konsantrasyondaki H2Oz’nin ise enzimi yaklasik % 66 oraninda inhibe ettigi, buna karsilik
H202nin %>5°lik konsantrasyonunda ise enzimin aktivitesini % 95 oraninda korudugu tespit
edildi. Literatiir ¢alismalarina bakildiginda; Bacillus sp. A3-15 susundan saflastirilan a-

amilazin %1 konsantrasyonda SDS varliginda aktivitesini %18 oraninda kaybettigini; %1°lik
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konsantrasyonda Tween-20 ve TritonX-100 enzim aktvitesini artiric1 yonde etki gosterirken,
SDS ve Tween-80’nin varliginda az da olsa inhibe oldugu belirtilmistir (Arikan et al. 2008).
Yapilan baska bir ¢alismada %]1°lik konsantrasyonda kullanilan SDS varlifinda enzimin
aktivitesini %68 oraninda kaybettigi Triton X-100 ve Tween-80 varliginda ise %80 oraninda
kararliligim1 korudugu bildirilmistir (Kalpana & Pandian, 2014). Baska bir ¢alismada ise
Geobacillus sp. TF14 susundan izole edilen amilazin aktivitesi tizerine %1°lik SDS, Triton X-
100, Triton X-114 ve Tween-20 deterjanlarinin etkisini arastirmis ve kullanilan bu deterjanlarin

baslangi¢ aktivitesinin yarisini kaybettirdigini tespit etmislerdir (Keskin & Ertunga, 2017).

B. licheniformis SO5’ten saflastirilan amilaza bazi organik ¢oziiciilerin etkisini
belirlemek amaciyla %10 ve %30’luk konsantrasyonlarda gliserol, etanol, izopropanol, aseton
ve DMSO kullanildi. Kullanilan organik ¢6ziiciilerin amilaz aktivitesini artirdigi gézlemlendi.
Literatiir ¢alismalarina bakildiginda, B. licheniformis AI20’den iiretilen amilazin %10’luk
metanol, aseton, etanol, izopropanol ve gliserole kars1 aktivitesinin kararl oldugunu, %20’lik
konsantrasyonda aktivitede diislis oldugu, aseton ve gliseroliin ise bu konsantrasyonda higbir
etkiye sebep olmadigi belirtilmistir (Abdel-Fattah et al. 2013). Genel olarak TPP ile saflagtirilan
enzimlerin, genis bir pH ve sicaklik araliginda ve organik ¢oziiciilere kars1 artan kararlilik ve

enzim performansi gosterdigi bildirilmistir (Rajendran et al. 2022).

B. licheniformis SO5’ten saflastirilan a-amilazin g¢esitli substratlara olan spesifitesini
belirlemek igin bugday nisastasi, amilopektin, B-siklodekstrin ve maltotrioz substratlari
kullanildi. a-Amilazin bugday nisastast ig¢in en yiiksek aktiviteyi gosterdigi belirlendi.
Kullanilan diger subsratlara spesifitesi sirasiyla amilopektin (%95,38), maltotrioz (%91,91) ve
[B-siklodekstrin (%74,14) olarak belirlendi. Nisasta-amilaz ile arasindaki ilginin enzimin sahip
oldugu C-terminal baglayici domain sayesinde olabilecegini agiklanmistir (Sarikaya et al.
2000). Literatiir ¢aligmalar1 incelendiginde; Sharma & Satyanarayana (2013)’nin yaptigi
calismada bazi substratlar ile karsilastirildiginda a-amilazin nigastaya karsi yiiksek bir spesifite
gosterdigini belirtmiglerdir. Goyal et al. (2005) tarafindan yapilan ¢alismada ise Bacillus sp. I-
3 a-amilazin ham patates graniillerine ilgisinin %94 oraninda oldugu bildirilmistir. Bacillus sp.
Y X-1"den iiretilen amilazin Kullanilan ¢esitli nisastalara kars1 kuvvetli sindirme giicii oldugu
bildirilmistir (Liu & Xu, 2007). B. licheniformis SO5 amilazinin literatiirle uyumlu 6zelliklere

sahip oldugu goriilmektadir.

B. licheniformis SOS5°’ten elde edilen a-amilaz kullanilarak Kinetik c¢alismalar
gerceklestirildi. Maltotrioz igin Km degeri 0,81 uM, Vmax degeri 1,225 umol.mLt.dk?, Kea
degeri 0,51 s?, Kea/Km degeri 0,415 st.mM; B-siklodekstrin i¢in Km degeri 0,29 uM, Vmax
degeri 1,405 pmol.mL™.dk?, Keat degeri 0,58 s, Keat Km degeri 2 s*.mM™; amilopektin i¢in Km
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degeri 0,62 pM, Vmax degeri 2,24 umol.mL™.dk?, Kear degeri 0,93 s?, Kea/Km degeri 1,5 ve
bugday nisastas1 icin Kmdegeri 1,19 pM, Vmax degeri 3,42 pmol.mL™.dk™, Kcar degeri 1,425 s,
Kcat/Km1,2 s1.mM™ degeri olarak hesaplandi. Enzimin kinetik parametrelerini bilmek reaksiyon
hizin1 belirleyebilmek agisindan zorunludur. B. subtilis ITBCCB148’den amilaz i¢in Kn degeri
2,5 mg/mL, Vmax degeri 192,3 umol/mL.dk olarak belirlenmistir (Yandri et al. 2010). B. subtilis
KIBGE HAS’dan iiretilen a-amilaz i¢in K degeri 2,68 mg/mL, Vmax degeri 1773 U/mL olarak
belirtilmistir (Bano et al. 2021).

Sekerlerin ekmek yapiminda fermantasyon hizini artirarak gaz olusumunu ve buna bagl
olarak da hamurun yapisini etkiledigi, hamurun pismesine, yumusakligina, hacmine ve sekline
olumlu yonde etki ettigi yapilan ¢alismalarda gézlemlenmistir (Jekle & Berker, 2012). Bu tez
calismasinda SOS5’ten saflastirilan a-amilazin nisastay1 parcalama 6zelligi goz Oniine alinarak
ekmek yapiminin kalitesini artirma isleminde kullanilmistir. Saflagtirilmis amilaz ile iiretilen
ekmegin kontrole gore agirlik bakimindan daha fazla, sekil olarak daha diizenli, doku
bakimindan daha yumusak ve mayalanma siiresinin daha kisa oldugu goriildii. Ayn1 zamanda
oda kosullarinda bekletilen amilazli ekmekte kontrole kiyasla daha az kiif olusumu gozlendi.
Kismi saflagtirilan  o-amilaz ilavesinin, kontrole kiyasla ekmegin 06zgiil hacminde,
yiikseklik/genislik oraninda ve agirliginda sirasiyla 0,09, 0,25 ve 4,2 g’lik artisa sebep oldugu
kaydedildi. Ait Kaki El-Hadef EI-Okki et al. (2017), yaptiklar1 ¢calismada a-amilaz1 ekmek
kalitesini artirmak i¢in kullanmig ve biiyiik bir etkiye sahip oldugunu belirtmislerdir.

Sonug olarak bu tez ¢alismasinda B. licheniformis SO5’ten amilaz pH 9,0’da, 1,0:1,5
(kiiltiir sivisi:t-biitanol orani) ve %30 doygunlukta amonyum siilfat kullanilarak uygulanan TPP
yontemi ile %105 verimle 1,84 kat saflagtirildi. Optimize edilen sartlar kullanilarak ilk kez
literatiirde bulunmayan manyetik alan destekli TPP teknigi (%30 gorev dongiisii, 10 dk
manyetik alan siiresi ve 10 dk’lik saflagtirma stiresi) kullanilarak %195 verimle 3,07 kat
saflastirma gerceklestirildi. Elde edilen sonuglar, manyetik alan destekli TPP’nin geleneksel
TPP’ye kiyasla kisa bir islem siiresinde, daha yiiksek verim ve saflastirma oraniyla a-amilaz
enziminin biyoayiriminda etkin bir sekilde kullanilabilece§ini gostermektedir. Dolayisiyla
MEFTPP sistemi, farkli enzimler ve ayrica diger biyomolekiillerin daha yiiksek bir saflikla ve %
geri kazanimla ekstraksiyonunda kullanilabilecek yeni bir teknik olarak Onerilebilir.
Saflastirilan amilazin pH 3,0-12,0 ve 20-90°C sicaklik araliginda yiiksek oranda aktif ve stabil
oldugu tespit edildi. Ayrica bazi metal iyonlarinin (Li*, Mg?*, Ca?*, Mn?*, Ni?*, Fe?*, K*, Zn?"),
bazi organik ¢oziiciilerin (gliserol, etanol, izopropanol, aseton, DMSO) ve yiizey aktif
maddelerin (Triton X-100, Tween-20, Tween-80) varliginda aktivitesini artirdig1 ya da biiyiik

oranda korudugu, aymt zamanda %1’lik konsantrasyonda H>O2’nin ve 5 ve 10 mM’lik
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konsantrasyonda EDTA’nin inhibisyona sebep oldugu goriilmiistiir. Endiistriyel uygulamalarda
kullanilan biyokatalizorlerin spesifik 6zellikleri gerekli oldugundan enzimlerin karakterizasyon
calismalar1 biyoteknolojik uygulamalar agisindan 6nemlidir. Bu nedenle yeni kaynaklardan
amilazin tanimlanmasi ve karakterizasyon ¢alismalarmin gerceklestirilmesi mevcut
biyoteknolojik uygulamalarin gelismesi agisindan gereklidir. B. licheniformis SO5 amilazinin;
genis bir sicaklik ve pH araligindaki aktivitesi ve kararliligina sahip olmasi, ¢esitli organik
¢oziicliler, metal iyonlar1 ve ylizey aktif maddelerin varliginda yiiksek kararlilik ve aktivite
gostermesi gida basta olmak {izere pek ¢ok endiistriyel uygulama alanlar1 i¢in uygun bir aday

haline getirmektedir.
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