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OZET

a-Amilazlar (@-1,4-glukan-4-glukanhidrolaz; EC 3.2.1.1) kalsiygagiyan ve
endo-amilazlar enzim ailesine Uye bir enzim grubbudinya enzim pazarinin %
30'unu olyturan amilazlar, gunimuzdeekerlendirme, tekstil, gida, mayalama,
damitma, deterjan, k& ve yakit alkol Uretimi gibi bircok endustriyeli®cte yaygin
olarak kullaniimaktadir. Mikroorganizmalardan, ligke ve dger yuksek
organizasyonlu canlilara kadar birgcok canl tlribd&inano-amilazlar; karbohidrat
metabolizmasinda 6nemli bir role sahiptirler. Satayda, sicakiga dayaniklia-
amilazlarin endustriyel uygulamalardaséayla kullaniimalari; yuksek sicaklik, geni
pH araliklari ve zor cevresel fdlarda aktivite gosterebilemy-amilazlar Gzerine

yapilan camalar arttirmgtir.

Bu tez camasindapBacillus licheniformis ATCC 27811 kdkenli rekombinant

a-amilazin Uretimi, safidiriimasi ve nitelendirilmesi hedeflengtir.

Rekombinanta -amilaz, amonyum silfat ¢oktiirmesi, Q-sefaroz Fiyoa
degistirme ve Sefakril S-200 HR molekuler elek kolon atografilerinin kullanildii
bir sistemle, bgangi¢c 6rngine oranla % 13.4 verimle ve ~653 kez sgftamistir.
SDS-PAGE analizi bulgularina gore; rekombinantimilazin molekuler @rhigi
yaklasik 55 kDa olarak onerilmgiir. Yapilan zimogram analizinde, 55 kDa

bdlge olgturdugu gbzlenmgtir.

Rekombinanti-amilazi nitelendirme ¢aimalari kapsaminda optimum sicaklik
ve pH ile, sicaklik ve pH kararlliklari yontundesst edilmgtir. Enzimin en yuksek
aktiviteyi 87 °C’ta gosterd ve 77 °C'ta, bgangictaki aktivitesinin % 98'ini bir saat
boyunca korudgu gorulmitir. En yiksek aktivite deri pH, 7.0'da elde edilngj

rekombinanti-amilazin pH 7.0-12 argyinda kararli oldgu bulunmuytur.

Metal iyonlarindan, C% Mg™ Mn" ve N&, enzim aktivitesinde bir
degisiklige neden olmagi halde, K ve Bd?un aktiviteyi arttirdgl belirlenmistir.
Dustik dergimdeki Al*], Co, Ni*? ve Fé2 iyonlarinin enzim aktivitesini hafifce
arttirmasina kam, yiiksek desimler inhibisyona neden olmakta, Guve Zr?
iyonlari kuvvetli inhibitdrler olarak gbze carpmakir.



Iyonik ve iyonik olmayan deterjanlar ile yapilanttesie,a-amilazin denenen
tum deterjanlara kar dayanikli oldgu belirlenmgtir. Ayrica, EDTA’nin enzimi
inhibe ettgi, DTT ve B-merkaptoetanoliin enzim aktivitesini arttgidiPMSF’in ise
enzim aktivitesini etkilemedi belirlenmitir. Gliserol ve DMSO’nun enzimin sicaklik

kararhhgini arttirdgl buna kagin, EG’Un azaltg belirlenmitir.



Vi

SUMMARY

In this study, we aimed to cultivate, purify arfthtacterize recombinant alpha-
amylase fronBacillus licheniformis ATCC 27811, expressed Bacillus subtilis.

After a cultivation step, we purified recombinantamylase with a
combination of Ammonium sulfate precipitation, (3sarose FF anion exchange and
Sephacryl S-200 HR gel exclusion column chromaiayes, ~ 653 fold with a yield
of 13.4 %. In order to determine molecular masthefenzyme, SDS-PAGE analysis

was performed and the molecular masa-amylase is predicted as ~ 55 kDa.

For characterization studies, the enzyme is tefsteds optimal temperature
and pH, besides its pH and thermo-stability. Th#nopm temperature and pH of the
enzyme are found to be 87 °C and pH 7.0 respeygtiVdle enzyme is determined to

be resistant to 77 °C for one hour. The enzymestase between pH, 7.0 — 12.0.

Besides, on the purified enzyme, effects of severetial ions, detergents and
various chemicals which are known with their intoby, activatory or stabilizing

effects were also tested.

On the enzyme activity, there were no significdfeat of the metal ions such
as C&% Mg™, Mn*? and N4. But, it was shown that Kand B&? are potent activators
of the recombinan&-amylase. The metal ions, & Co™?, Ni*? and Fé&® which are
known as heavy metals that increased the enzymatwaett low concentrations while
their high levels showed inhibitory effect. Gwand zri? ions were found to be strong
inhibitors of the enzyme.

All the detergents tested have no significant deaat effect on the-amylase
whereas EDTA is a strong inhibitor of the enzymelpBydril reducing agents, DTT
and B-mercaptoethanol increased enzyme activity whileSFVhad no significant

activatory effect on the enzyme.

DMSO which is an organic solvent, interestinglyvalied the enzyme activity
to % 580. It was shown that glycerol has a stahtjzffect on the enzyme, while EG

decreased the activity.
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1. GIRIS

a-Amilazlar (@-1,4-glukan-4-glukanhidrolaz; EC 3.2.1.1) kalsiytegiyan ve
endo-amilaz enzim ailesine lye olan bir enzim gdulsuEndo-amilazlar sasta ve
benzer yapidaki karbohidratlardakii-D-(1-4) glikozidik balarini  kirarak,
a-anomerik konfiglirasyona sahip drinler  ghluan enzimlerdir.
Mikroorganizmalardan, bitkilere ve gbr yiksek yapili canllara kadar birgcok canh
turinde bulunana-amilazlar, karbohidrat metabolizmasinda o6nemli bale
sahiptirler (Kandra, 2003y-Amilazlarin temel substrati olansasta; bgday, piring,
tapyoka ve patates gibi ekonomik 6éneme sahip mehstiilana depo maddesidir.
Nisasta iceren bitkiler, dgudan tiketilebildikleri gibi, miastanin kimyasal ve
enzimatik surecler ilesienmesi yoluyla elde edilen bir ¢cok trinin de kayna
olustururlar (van der Maarel et al., 200Amilaz ailesindeki enzimler ve 6zellikle
a-amilaz, endustriyel bir ¢ok alanda kullanilmakta fiyoteknolojinin getirdii
imkanlar dg@rultusunda, enzim pazarindaki yerini her gecen gimha da
kuvvetlendirmektedir (Pandey et al., 2000).

1.1.a-Amilaz Kaynaklari

a-Amilaz, bir ¢cok bakteri, arkea, maya, fungus, raywe bitkiden elde
edilebilen bir enzimdir (Gupta et al., 2003; Kwakak, 1998; Wanderley et al., 2004;
Kusuda., 2003; Ragunath et al.,, 2002; Nirmala andralkrishna, 2003).a-
Amilazlarin ¢aitli canlilardan elde edilebilmesine kar, endustriyel uygulamalar
icin genellikle mikroorganizmalardan (Tablo 1.16 ®zellikle de bakterilerden elde
edilen o-amilazlar tercin edilmektedir. Urettikleria-amilazlar endustriyel
uygulamalardaki ddilk/ylksek pH gereksinimlerine cevap verebildikiesi yiksek
sicakliklara dayanikli olduklari i¢in,Bacillus amyloliquefaciens Bacillus
stearothermophiluse Bacillus licheniformisen ¢ok tercih edilen bakteriyetamilaz
kaynaklaridir (Pandey et al., 2000).



Tablo 1.1. Mikrobiyak-amilaz kaynaklari (Pandey et al., 2000).

Aeromonas caviae Halobacterium halobium
Alicyclobacillus acidocaldarius H. salinarium
Alteromonas haloplanetis Humicola insolens
Anaerobic bacterium H. lanuginosa
Archaeobacterium pyrococcus woesei H. stellata

Aspergillus sp. Lactobacillus brevis

A awamorei L. cellobiosus

A. flavus Malbrachea pulchella var. Sulfurea
A. fumigatus Micrococcus luteus

A. kawachi M. varians

A. niger Micromonospora vulgaris
A. oryzae Mucor pusillus

A. usanii Myceliophthora thermophila
Bacillus sp. Myxococcus coralloides

B. acidocoldarius Nocardia asteroides

B. amyloliquefaciens Penicillium brunneum

B. brevis Pseudomonsa stutzeri

B. circulans Pycnoporus sanguineus
B. coagulans Pyrococcus woesei

B. flavothermus Rhizopus sp.

B. globisporus Scytalidium sp.

B. licheniformis Schizophyllum commune
B. megaterium Talaromyces thermophilus
B. stearothermophilus Thermus sp.

B. subtilis Thermoactinomyces sp.
Chloroflexus aurantiacus T. vulgaricus

Clostridium acetobutylicum Thermococcus profundus
C. butricum Thermomonospora viridis
C. thermohydrosulfuricum Thermonospora curvata
C. thermosulfurogenes T. vulgaris

Eubacterium sp. Thermomyces lanuginosus
Filobasidium capsuligenum Thermotoga maritima

1.2.a-Amilazlarin Siniflandirilmasi

a-Amilaz, farkh substrat/lrin 6zgukiine, farkll enzimatik yapr ve
Ozelliklerine sahip bir grup enzim ile birlikte, sasta ve benzer polisakkaritlerin
hidrolizini  katalizleyen ve ‘amilazlar adi verilenenzim ailesi iginde

siniflandiriimaktadir.

Enzim Komisyonu (EC) tarafindan, 3.2.1.1 EC numakeasilmis olan o-
amilaz, “Hidrolazlar” sinifindadir (EC 3). [@adaki 6 temel enzim sinifindan biri
olan hidrolazlar, C-O, C-N, C-C ve gdir bazi bglarin hidrolizini katalizleyen

enzimlerdir. Hidrolazlar igerisinde, glikozidik glari hidroliz ettgi icin



glukozilazlar (EC 3.2) alt sinifinda yer alaramilaz, substrat 6zgukiine gore de
O-glukozidazlar (EC 3.2.1) alt-alt sinifindadir (IVB, 1992).

g-amilaz ( EC 3. ? 1)
J
I

I
Hidrolazlar Gl ukc;ziz’a:;"cu O-glukozidazlar  o-amilaz

Sekil 1.1.a-Amilazin siniflandiriimasi (Enzim Komisyonu)

Amilazlar, Enzim Komisyonu'nun siniflandirma sisii@e gore, sahip
olduklar substrat 06zgulliklerine goére siniflanidildikleri gibi, Henrissat
tarafindan Onerilen ve DNA dizilerinin esas aljhdCAZy veritabanina gore de
siniflandinlabilirler (Nilsen and Borchert, 2000).

1.2.1. Amilazlarin Substrat Ozgulliklerine Gore Sinflandiriimasi

Dogada temel olarak 4 grupsasta parcalayict enzim bulunmaktadir. Bunlar;
Endo-amilazlar, Ekzo-amilazlar, “Debranching” enlemve transferazlar olarak

siralanabilir (van der Maarel et al., 2002)
Endo ve ekzo-amilazlar

Endo-amilazlar, mgiastanin iki temel birimi olan amiloz ve amilopektin
zincirlerindeki i¢ (endo-),1-4 glikozidik balarini kirabilen enzimlerdira-Amilaz
(EC 3.2.1.1) iyi bilinen bir endo-amilazdir (Pandey al., 2000).a-Amilazlarin
enzimatk aktiviteleri sonucu olgan son Urunler; dgsik uzunluklarda ve
a-konfiglrasyona sahip oligosakkaritler ile dalligolsakkaritlerden okan a-limit

dekstrinlerdir (van der Maarel et al., 2002)

ikinci grubu olgturan ekzo-amilazlardafi-amilaz (3.2.1.2) yalnizca,1-4
glikozidik baslarini kirarken, amiloglukozidaz veya glukoamila&z(( 3.2.1.3) ile
a-glukozidaz (EC 3.2.1.20y,1-4 ve a,1-6 glikozidik balarinin her ikisini de
hidroliz edebilirler. Ekzo-amilazlar amilozun vegenilopektinin d¢ glukoz birimleri
Uzerinde aktivite gdosterirler ve bdoylelikle yalnazglukoz (glukoamilaz veu-

glukozidaz), maltoz v@-limit dekstrinlerin -amilaz) olgumunu sglarlar. Ayrica



B-amilaz ve glukoamilaz enzimleri serbest maltoz infderinin  anomerik

konfigurasyonlarine’dan f’ya cevirebilirler.

Glukoamilaz ve a-glukozidaz farkl substrat tercihlerine sahiptirle
a-Glukozidaz etkisini daha cok kisa maltooligosakl@r Gzerinde gostererek,
a-konfiglrasyona sahip serbest glukoz birimleristlourken, glukoamilazlar en iyi
uzun zincirli polisakkaritleri hidroliz ederle-amilazlar ve glukoamilazlar da birgok

mikroorganizma tarafindan Uretilmektedir (Pandeglgt2000).

Diger ekzo-amilazlar arasinda, ek olarak transglukeyon aktivitesine sahip
siklodekstrin glikoziltransferaz (CGTase) (EC 2.49); maltogenik a-amilaz
(glukan 1,4e-glukanhidrolaz, EC 3.2.1.133) ve maltooligosakkadlusturan
amilazlar bulunmaktadir (maltotetraoze ve maltolaekzireten amilazlar) (van der
Maarel et al., 2002).

L o
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@O  o,1-4+0,1-6 COCOOOOOO
o /‘* izoamilaz/
hidrolizi ,___(.1.-3-'-6 Hidenii amilopullulanaz
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; (1.1-6 transferaz enzimi
o
glukoamilaz/ 0.,1-4 hidrolizi 10
o- glukozidaz o 0
:
/ Q. 01,1-4 transferaz
- Siklodekstrin
o glukanotransferaz
pB-amilaz/ Coe 880 ;
Maltogenik amilaz .a Amilomaltaz
a-amilaz

Sekil 1.2. Niastanin hidrolizine katilan enzimler. Acik haleklindeki yap,
poli-glukoz molekuliindeki indirgesekerleri temsil etmektedir (van der Maarel et al.,
2002).

“Debranching” Enzimler

Nisasta parcalayici enzimler arasindaki dcunci gruglnizca a,1-6
glikozidik baglarini kiran izoamilaz (EC 3.2.1.68) ve pullulanag I'dir (EC

3.2.1.41). Pullulanaz ve izoamilaz arasindaki terfiaek, pullulanazin, pullulan



adindaki,a,1-6 balariyla b&lanms ve tekrar eden maltotrioz birimlerinden gdn
bir polisakkariti hidroliz edebilmesidir (Barnett &., 1999). Pullulanaz, amilopektin
ve pullulandakia,1-6 glikozidik b&larini hidroliz edebilirken, izoamilaz yalnizca
amilopektindeki o,1-6 balarini kirabilir. Bu enzimler yalnizca amilopektini
parcalayarak, uzun lineer polisakkaritleringalmunu sglarlar (van der Maarel et al.,
2002).

“Debranching” enzimler arasindgl-4 vea,1-6 glikozidik balarini hidroliz
eden bir dizi enzime de grup Il pullulanazlar adrivnekte, bu enzimler ayrica
amilaz-pullulanaz veya amilopullulanaz olarak danbektedir. Bu enzim grubunun

hidroliz Grinlerini maltoz ve maltotrioz aiturmaktadir (Takata et al., 1992)
Transferazlar

Nisasta parcalayici  enzimlerin  dordinct  grubunu  texazfar
olusturmaktadir. Bu enzimler, verici bir molekuldekil-4 glikozidik b&ini kirarak
bu molekulin bir parcasini glikozidik bir aliciyamsfer ederler ve bdylece yeni bir
glikozidik baz olustururlar. Amilomaltaz (EC 2.4.1.25) ve siklodekstri
glikoziltransferaz (EC 2.4.1.19) bu enzim gruburahittiir (van der Maarel et al.,
2002).

1.2.2.a-Amilazlarin DNA Dizilerine Goére Siniflandiriimasi: ‘CAZy’

Veri Tabani

a-Amilaz (EC 3.2.1.1) icin Enzim Komisyonu tarafimdaverilen EC
numarasi 3.2.1.1seklinde olup reaksiyon; ‘oligosakkarit ve polisakklardeki
1,4-a-glikozidik baslarinin  endo-hidrolizi’ olarak tanimlangtir (Nilsen and
Borchert, 2000).

Cok vyakin enzimatik reaksiyonlari kataliz eden emlere farklh EC
numaralari atanmaktadir. Ogiie, siklodekstrin glukanotransferaz’lar (CGTases)
(EC 2.4.1.19) kendilerine ait farkli bir EC numares sahip olmalarina geen,
a-amilazlarla ¢ok benzer enzimatik reaksiyonlariakateyen enzimlerdir (Wind et
al., 1998). Yine aymnyekilde,o-amilazlar ile cok benzer enzimatik yapi ve 6zédiik
sahip olan,a-glukozidazlar (EC 3.2.1.20), maltogenikamilazlar (glukan 1,4+
maltohidrolazlar (EC 3.2.1.133) ve maltotetraozstltan amilazlar (glukan 1.4-
maltotetrahidrolaz) (EC 3.2.1.60) ekzo-enzim olmalaedeniyle a-amilazlar ile
beraber siniflandiriimamaktadir (Nilsen and Bort;H2000).



EC sistemi, enzimlerin siniflandiriilmasinda ¢ollawsli olmasina ramen,
herhangi bir enzim sinifi incelenirkengdr EC siniflarinda yer alan enzimlerin de
g6z ondnde bulundurulmasi dahglddl olacaktir. Henrissat tarafindangbtilan ve
karbohidratlar ile ikkili enzimleri DNA dizilerine gore siniflandirmayedef alan
‘Karbohidrat Aktif Enzimler’ (CAZy) veritabani; bair bir siniflandirmaya ornek
olusturmaktadir (Coutinho et al., 2003)

CAZy veritabanina gorex-amilaz aktivitesi gosteren ve yapisal olarak

farkhlik gosteren iki farkli glukozil hidrolaz aki (aile 13 ve 57) bulunmaktadir.

Aile 13'te farkli DNA dizilerine sahip 514 enzim v&9 deisik enzim
aktivitesi yer almaktadir. Bunlar arasindap-amilazlar, siklodekstrin
glikoziltransferazlar,o-glukozidazlar ve maltotetraoz Ureten amilazlarubabakta

olup, bu ailede 73 enzimin X-ray yapisi elde edildurumdadir.

Buna kagin aile 57 tyeleri, yalnizca 13 farkli DNA dizise balica a-amilaz
(EC 3.2.1.1) ve 4rglukanotransferaz (2.4.1.1) olmak Uzere iki farkdnzim
aktivitesi gostermektedir. Bu aile i¢in herhangi Kiray yapisi bulunmag ve aile
13 ile kagilastirildiginda ¢ok daha az inceleggdigorilmektedir. Aile 57’ye ait olan
a-amilazlar, aile 13 uyelerine gore tamamen farldpigal ve enzimatik 6zellikler
tasimaktadir (Nilsen and Borchert, 2000).

1.3.a-Amilazin Kullanim Alanlari

Amilazlarin nkastanin hidrolizinde kullaniimasi M.S. 9. Yulzyiladar
uzanmaktadir. O devirde, malt kullanilarak ararofastasindan tatlandirici elde
edilmekteydi. 1833 yilinda, malt ¢cokglain bir ¢esit seker Urettgi gézlenmg ve bu
reaksiyondan sorumlu olan madde Fransizca'da alimmenasina gelen ‘diyastaz’
olarak isimlendirilmgtir. Diyastaz daha sonra amilazlar icin genel Bimi olarak
kullaniimistir. Fungal ve mikrobiyadi-amilazlarin gekimi ve ticari olarak kullanimi
19. Yuzyihn sonlarinda énemli 6lcide argostermg ve 1930’lu yillarda mayalama,

tekstil, ka1t ve misirsurubu endustrilerinde yaygin olarak kullaniimayaldaistir.

Bakteriyel amilazlarin girilmis gidalarda bayatlamayi onleyici etkisi ancak
20. Yuzyilin ortalarinda fark edilgtir. Amilazlarin Gretim ve kullanimlarindaki en
onemli gamalardan biri de; gastadan dekstroz Uretiminde kullanilan asit hidroli
yerine, Bacillus subtilis a-amilazinin ve Aspergillus niger glukoamilazinin

kullaniimasidir.  1970°'li  yillarda, genetik muherdindeki gelsmeler



dogrultusunda,a-amilazlarin endustriyel uygulamalardaki kullanimlaa onemli
Olcliide arty gostermgtir. a-Amilazlarin endustriyel kullanimlarinin optimizasy ve
daha verimli enzimlerin Uretimi; 1980’li yillardaayginlgan klonlama, dizileme ve

X-ray calsmalari ile hiz kazanmgtir (Muralikrishna and Nirmala, 2005).

Dinya enzim pazarinin % 30'unu e¢luran amilazlar, gunumizde
sekerlendirme, tekstil, gida, mayalama, damitmagerget, k&t ve yakit alkol
Uretimi gibi bir cok endustriyel siurecte yayginrala kullaniilmaktadir. Amilazlarin
kullanimi ile, ngastanin kimyasal yollarla hidrolizi son bulgpaliger bir ifadeyle bu
endustrilerde ‘amilaz’ devri BRmistir. Son vyillarda molekdler biyoloji ve
biyoteknolojideki gelkmelere paralel olarak, amilazlar; tip, farmasotanalitik
kimya ve ince kimyasal endustrilerinin de vazgeeimdeleri halini almaktadir
(Kandra, 2003; Gupta et al., 2003; Haki and Rak&0i03).

1.3.1. Ekmek ve Firincilik Endustrisi

Amilazlarin firincilik enduastrisinde kullanimlariyiizlerce yil 6ncesine
dayanmaktadir. Malttan ve mikrobiyal kaynaklard&deesdilena-amilazlar firincilik
endustrisinde ¢ok yaygin kullanim alani bulmakta8u enzimlerin kullanimiyla,
daha hacimli, daha iyi renklerde ve daha ygakuhamura sahip ekmek ve simit
dretimi mumkdn olmaktadir. Bircok enzimin firin&lendustrisinde kullaniminin
yolunu acan; malt 6zutinin bu endustride kullanyanbglamasidir. Gunumuzde,
lipaz, proteaz, ksilanaz, pullulanaz, pentosanagliilaz, glukoz oksidaz ve
lipoksigenaz gibi bircok enzimin, firincilikta g amaclarla kullaniimasina kgn;
hicbirisi a-amilazlarin yerini dolduramamaktadir (Gupta et 2003).o-Amilazlar,
ekmek ununda katki maddesi olarak kullaniimaktajskem fermantasyon oraninin
yukselmesini ve ekmek hamurunun ganhginin artmasini sgamaktadir.
a-Amilazlarin endustrideki yeni uygulamalarindani bite, psmis Grtnlerin raf
omriandn azalmasina neden olan bayatlamanin géaidsidir. Bu tip Grtnlerin
saklanmasi ile birlikte, ekmek hamuru kurur velsgrt ekmek kabgu gevreklgini
kaybeder ve tadinda bozulma olur. Firinciliktajdbenmeyen dasikliklerin timine
bayatlama denilmektedir. GiUnimuzde yaygin olaragabamanin onlenmesi ve
firn GrUnlerinin gorunti ve lezzetlerinin artird®s adina bircok katki maddesi
kullaniimaktadir. Kullanilan katki maddelerine atigtif olarak, hamur kalitesinin
artmasi ve bayatlamanin geciktiriimesi icin bir@okilaz tipi kullanima girngtir. Bu

amagcla kullanilan enzimlerden biri olan-amilaz, pullulanazlar ile birlikte



bayatlamay! 6nleyici ajan olarak etkili bir bicimd@llaniimaktadir (Gupta et al.,
2003). Ancak, kullanilana-amilaz miktarindaki ufak asfar bile drtnlerde
istenmeyen diuzeylerde yakanliga yol actgindan, orta sicakliklarda kararlilik
gosterena-amilazlarin (ITS) kullanimi yaygindenaktadir. Bu enzimlerin 6zedi;
nisasta jelatinizasyonunun ardindan aktivitelerini udwklari halde, pgirme
isleminin ¢cok 6ncesinde aktivitelerini kaybetmeleriddunun 6tesinde, bu enzimler
tarafindan Uretilen ve 4-9 arasinda monomer icdedstrinler, bayatlamayi dnleyici
etki gbstermektedir. Bir cok mikrobiyat-amilaz bilinmesine @men, ITS 6zelki
gostereru-amilazlar yalnizca birkag mikroorganizmada rapdimeistir (Gigras et al.,
2002).

1.3.2. Endustriyel Glukoz ve Fruktoz Uretimi

Yuksek miktarlardaki mastanin glenmesine olanak veren endustriyel
gelismeler 1900’lerin ortalarinda ortaya cikgtm. Alman bilim adami Kirchhoff'un
1881’'de ngastanin asit hidrolizini bulmasi ile $yayan ve Newkirk'in ondan cok
sonra, 1921 de getirdigi nisastadan glukoz Uretimini ayan ticari bir sirec;
nisastanin yuksek glukoz ve fruktazirubuna cevrilmesindeki ilk adimlar olarak

nitelenebilir.

Nisastasurubunun tathk, nisastanin hidroliz miktarina iadir. Nisastanin
tamamen hidrolizi yalnizca glukoz ya dageti bir ifadeyle dekstroz (glukozun,
Amerika ve Ingiltere’de yaygin olarak kullanilan gdir bir ismi) olyumu ile
sonuclanmaktadir. Mastanin hidrolizi neticesinde gansurup icerisindeki dekstroz
miktari; “DE” ya da “dekstroz slegeri” terimi ile ifade edilmektedir. DE deri,
“indirgen, edeger seker” miktarini vermekte ve birim kur@galiktaki glukoz olarak
ifade edilmektedir. Bu sisteme gore glukozun DEsete 100 iken, maltoz 53,
maltotrioz 36 ve nasta icin yaklgk olarak 0’dir (van der Maarel et al., 2002).

Glukoz dretimi icin kullanilan asit hidrolizi yoenni, yerini, GU¢ veya dort
farkli enzimin kullanildgl bir enzimatik uygulamaya birakstr (Crabb and
Mitchinson, 1997; Crabb and Shetty, 1999). Yukseguplukta glukozsurubu
dretiminin  birinci gamasli, ngastanin, ¢o6zundr kisa zincirli dekstrinlere
“sivilastiriimasidir’. % 30 — 35 oraninda kuru madde icengasta — su kagimi, pH
6.0’a ayarlanarak ve-amilaz ile kantirilarak, sicakigin 95 — 105 °C oldgu bir
sistem icinde 90 dakika muamele edilmektedir. 10Qi2erindeki sicakliklarin tercih



edilmesinin nedeni, lipit — gasta komplekslerinin giderilmesidir. Bangicta,
Bacillus amyloliquefacienso-amilazinin (Demirkan et al., 2005) kullangdi
sivilastirma gamasi icin artilBacillus stearothermophiluganning and Campbell,
1961) veyaBacillus licheniformis a-amilazi (Bertoldo and Antranikian, 2002)

kullaniimaktadir.

Kullanilan a-amilazlarin genel dezavantajlarindan biri, yuksetakliklarda,
pH 5.9’'un altinda aktif olmamalaridir. Bu nedenpgy deseri, NaOH ilavesiyle
nisastanin dgal deseri olan pH 4.5tan, pH 6.0’a cikariimaktadir. Sgrlarda
yapilan protein muhendigii calismalari sonucunda dilk pH deerlerinde aktivite
gOsterebileru-amilazlar elde edilngtir (Shaw et al., 1999). Ote yandaramilazin
c&" iyonuna ihtiya¢c duymasindan dolaylein sirasinda ortamda €abulunmasi
da gerekmektedir. Yine genetik mihengjsideki gelsmeler sonucunda, kalsiyum

gereksinmeyen-amilazlar tretilmgtir (Kirk et al., 2002).

Nisastanin hidrolizindeki ikinci s@ma ‘$ekerlendirme” olarak ifade
edilmektedir. Bu gamanin sonunda elde edilen glukoz orani % 95'tir.a8limda,
amilozun veya amilopektinin indirgen olmayan ugida bulunam,1-4 glikozidik
baglarini kirarak aktivite gosteren bir ekzo-amilaamiglukoamilaz kullaniimaktadir.
En cok kullanilan glukoamilazlaspergillus nigerve dger yakin tlrlere aittir
(Sutthirak et al., 2005; Nguyen et al., 2002; Nsalset al., 2002)Sekerlendirme
asamasinda karasilan sinirlayici etken, glukoamilazenl-4 balarini kirmak tzere
Ozellesmis olmasi ve dolayisiyla maltodekstrinlerdekil-6 balarinin ¢cok yava
hidroliz etmesidir. Bu nedenle ortamda izomaltazkibni olmaktadir.  Bu problem,
a,1-6 balarini etkili bir sekilde kirabilen pullulanazlarin kullanimi ile

cozillebilmektedir (Gomes et al., 2003).

Endustriyel njasta glenmesinin tc¢tnci adimi, yiksekgymlukta elde edilen
glukoz surubunun yine yiksek yoinluktaki fruktozsurubuna c¢evrilmesisiemidir.
Fruktoz glukozun bir izomeri olup neredeyse glulazdki kat daha tathdir ve bu
yuzden pastacilik, icecek vegdr benzeri endustrilerde olduk¢ca 6énemli bir yere
sahiptir. Glukozun fruktoza cevrimi, yaygin olargkikoz izomeraz olarak bilinen
D-ksiloz-ketol-izomeraz (EC 5.3.1.5) tarafindan qgddestirilir. Endustriyel
sureclerde, uygun fizikokimyasal ghrlere ayarlanan glukozurubu, glukoz
izomeraz immobilize edilmgi bir kolondan gecirilerek yuksek gerlerde fruktoz
surubu elde edilmektedir (Bhosale et al., 1996).
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Sekil 1.3. Nkastadan endustriyel olarak siklodekstrin, maltotteksglukoz

veya fruktozsurubu ve kristakeker tGretimi (van der Maarel et al., 2002).

1.3.3. Tekstil Endustrisi ve Halllama

Tekstil endustrisindeki modern Uretim sireclerindgssitli  zorluklarla
kargilasiimaktadir. Bu zorluklardan birisi, dokuma sirasindokuma ipkinde
gerceklgen kopmalardir. Bu yUzden, iplik Gzerine koruyuaukatman kaplanmakta,
bu amacla dokumacilikta kullanilan sasta, bir ¢cok avantaji da beraberinde
getirmektedir. Bunlar arasinda, ucuz olmasi, dunyderhangi bir yerinde kolayca
bulunabilmesi ve kolayca uzaktailabilmesi sayilabilir. Niasta ile kaplanngi
kumsglardan ngastanin uzakkirmasi a-amilaz ile kolayca
gerceklgtirilebilmektedir. o-Amilaz, nisasta katmanini hidroliz ederek suda
cbzlinebilen dekstrinleri ofturur ve olgan dekstrinler ylkamayla rahatca
giderilebilir (Gupta et al., 2003).
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1.3.4. Kait Endustrisi

Kagit drinlerinin kaplanmasi icin yiksek gkanlikta ve yiuksek molekuler
agirhkh nisasta kullaniimaktadii-Amilazlar kullanilarak modifiye edilen ve uygun
hale getirilen rgasta, kgit Gzerine kaplanmak suretiyle bir koruyucu katnoderak
islev gbérmektedir. Kaidin islenmesi sirasinda mekanik hasarlari dnleyici etiisn
nisasta katmaninin ayrica, kullanima hazir haldeliicka kalitesini de arttirgh
rapor edilmgtir. Bununla birlikte, k&idin nkasta ile kaplanmasi, gelin sertlgini
arttirarak daha dayanikh olmasini ve daha silimebimasini da sgamaktadir.
Cozinmg nisasta ile beslenen iki merdane arasindan gecért, kaavi haldeki
nisasta ile kaplanmaktadir. Bglemin gerceklgtigi sicaklik genellikle 45 - 60 °C
arasindadir. Dgal nisastanin viskozitesi Kat kaplamada kullanilamayacak kadar
yuksektir. Bu nedenle, gastayl suda ¢Ozundr hale getiren ve viskozitedigiin
a-amilaz enzimi, kgt kaplamagleminde de kullaniimaktadir (Gupta et al., 2003).

1.3.5. Deterjan Endustrisi

Enzimler ginimiz deterjanlarinin vazgecilmezléri haline gelmektedir.
Enzimlerin deterjanlarla kullanimlarinin temel nedeenzim iceren deterjanlarin
enzim icermeyenlerden ¢ok daha yuadu tabiatli olmalari ve daha az mekanik ve
kimyasal zarara yol agmalaridir. Yutulduklarindalpem olgturabilen ve hassas
maddelerden yapilmitrinlerde zarara yol acan daha oOnceki deterjaleritym
yerini alan gunimiz deterjanlarinda enzimler, yi&amgleminin daha dgiik
sicakliklarda yapilmasina da olanak vermektedirFAmilazlar toz bulak
deterjanlarinda 1975'ten beri kullaniimaktadir. @iz deterjanlarinin % 90a-
amilaz icermekle birlikte, otomatik byl makinesi deterjanlarina olan ilgi gin
gectikce daha da artmaktadirAmilazlarin deterjan endustrisindeki kullanimlafan
en o6nemli dezavantajlardan birisi, aktivite gostelen icin kalsiyuma ihtiyac
duymalarndir. Ote yandamy-amilazlar genel olarak bircok deterjanda bulunan
oksidanli bilgiklere de duyarlidirlara-Amilazlarin deterjanlarda oksidasyona neden
olan bileiklere kasg! kararliligi, dinyanin iki blyluk enzim Ureticisi Novozymes ve
Genencore International tarafindan yapilansgadiarla arttirilmgtir. Bu calsmalarla,
oksidasyona grayan amino asitler d@estirilerek, a-amilaz, saklama ve performans
acisindan daha kararl kilingtir (Gupta et al., 2003).
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1.3.6. Siklodekstrin Uretimi

Siklodekstrinler, halkasaly,1-4 b&li ve 6, 7 ya da 8 glukoz biriminden
(sirasiylaa-, B- ya day-siklodekstrin) olgan oligosakkaritlerdir. Halka icerisindeki
glukoz birimleri, halkanin i¢ kismi hidrofobik olak ve apolar bir cukur ofturacak
sekilde dizilirler. Bu dizilim sayesinde gdkisim hidrofilik bir 6zellik kazanmaktadir.
Siklodekstrinler bu 6zelliklerinden dolay! sgi konuk hidrofobik molekuller ile
inklizyon cisimcikleri olgturmaktadir (Singh et al., 2002).Inkliizyon
cisimciklerinin olymasi dger konuk molekillerin kimyasal ve fiziksel 6zelkkinin
degsismesine neden olmaktadir. Bunlar arasindgk iveya oksijene duyarli
molekdllerin ve ucucu maddelerin karagihin artmasi ve ¢éli maddelerin
cozunurluk, tat ve kokularinda go6zlenen iyiteeler sayilabilir. Bilgiklerin
Ozelliklerinde gercekken bu dgisiklikler siklodekstrinlerin gida, farmasotik,
kozmetik ve analitik kimya gibi bircok endustridellaniimasina olanak vermektedir
(Gupta et al., 2003; Singh et al., 2002).

Siklodekstrinlerin endustriyel Uretimleri icin, sasta ilk olarak sicaklik
kararlihgi olan a-amilazlar ile sivilgtinimaktadir. Bu glemin ardindan okan
dekstrinler, siklodekstrin glikoziltransferazlar e il muamele edilerek, halkasal
siklodekstrin molekdlleri olgturulmaktadir (Gupta et al., 2003). Bglemin en
onemli dezavantaji, kullanilan CGTaz enziminin dide sicakliga duyarl olmasi
ve sivilgtirma sleminin ardindan sgutmaya gereksinim duyulmasidir. Bu problem,
sicakhk  kararlilg olan  siklodekstrin  glikoziltransferaz kullanil&ra
cozllebilmektedir (Chung et al., 1998).

1.3.7. Caitli Uygulamalar

Cok caitli endustriyel uygulamalarda kullanim alani bukmilazlar arasinda,
en yaygin kullanilan enzim-amilazdir. N§astaninsekerlendirme ve sivi§airma
asamalarinda kullaniminin yaninda, tipta, analitikikada, dokumacilikta kivamli ve
kararli nsasta Uretiminde, bira ve meyve sularinin gtildmesinde ve hayvan
yemlerinin daha iyi sindirilmesi icin katki maddedarak da kullaniimaktadir (Gupta
et al., 2003).
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1.4.a-Amilaz

1.4.1.0-Amilazin Biyokimyasal Ozellikleri

Substrat 6zgulligl

Diger enzimlerde oldgu Uzere, a-amilazlarin substrat 6zguft de ait
olduklar organizmaya gore gigiklik gbstermektedir. Enzimin en yuksek 6zglii
nisastaya kan gostermesine kan, amiloz, amilopektin, siklodekstrin, glikojen ve

maltotrioz dan-amilazin substratlari arasindadir (Gupta et 8032
Optimum reaksiyon pH’si ve pH kararlili g

a-amilazlarin  optimum reaksiyon pH’'st 2 ile 8 ara&n degisim

gostermektedir. Fungus ve bakterilere ait bir gekmilaz, asidik — nétral pH
aralginda optimum aktivite gostermektedir. OgireAlicyclobacillus acidocaldarius
a-amilazi pH 3’te optimum aktivite gosterir. Ancak)kali sever birBacillus
turinden elde edilena-amilaz pH 9 - 10.5 ar@inda optimum aktivite
gostermektedir. Yine 11 — 12 pH apahda aktivite gdsteren vdacillus sp.
GM8901 turine ait olan bim-amilaz rapor edilmgtir (Gupta et al., 2003).
B. stearothermophilusDONK BS-1 de goéruldgii gibi bazi durumlarda,
optimum pH degeri sicaklga gore dgisiklik gostermektedir. Kalsiyumun
B. stearothermophilds optimum pH'yi etkiledgi rapor edilmstir (Gupta et al.,
2003).

a-Amilazlarin genel olarak pH 4 ile 11 arasinda Karaolduklar
bilinmektedir. Bununla birlikte, daha dar aralikdarkararhlik gosteren-amilazlara

da rastlannstir (Gupta et al., 2003).
Optimum reaksiyon sicaklgl ve sicaklik kararhlig

a-Amilazlarin optimum reaksiyon sicakliklari genldil ait olduklar
organizmaya gore desiklik gostermektedir. Rapor edilen en sdit optimum
sicakhk 25 — 30 °C ileF. oxysporuma-amilazina aittir. Rastlanan en yiksek
optimum sicakliklar ise birer arkea bakteri oRyrococcus furiosugin 100 °C ve
Pyrococcus woseicin 130 °C dir. Micrococcus variansa-amilazinin optimum
sicaklgl kalsiyuma bgh olarak deisiklik gosterirken, H. meridia a-amilazinin

optimum aktivite sicak# sodyum klorire bgidir.
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Diger faktorler gibi, sicaklik kararlgi da organizmadan organizmaya
degisiklik gostermektedirBacillus licheniformisCUMC 305a-amilazi, 100 °C'ta 4
saat boyunca kararliik gostermektedir. Bir c¢ok tdak sicaklik kararligini
etkilemektedir. Bunlar arasinda, kalsiyum, substvat diger kararhlik arttirici
maddeler sayilabilirBacillus licheniformisCUMC 305 a-amilazi ve Lipomyces
kononenkoa&e Bacillus sp. WN 1la-amilazlari igin substrat, kararllik arttirici bir

etken olarak rapor edilgtir (Gupta et al., 2003).
Molekul agirh g

a-amilazlarin  molekual @rhg 10 ile 210 kDa arasinda farkhlik
gostermektedir. Mikrobiyal amilazlarin molektgidiklarinin, klonlanmg a-amilaz
genleri ya da amino asit dizileri Uzerinden hesagta dgerleri 50 ile 60 kDa
arasinda bildirilmitir. Bazi amilazlarda rastlanan karbohidrat pangdda enzimlerin
molekiler &irhiklarini  arttirmaktadir. Bu gibi glukoproteinkerA. oryzae L.
kononenkoaese B. stearothermophilus-amilazlarinda rastlangtir (Gupta et al.,
2003).

inhibitorler

Bircok metal katyonu, Ozelliklegar metal iyonlari, sulfidril grubu bikekleri,
N-bromosuksinimid,p-hidroksil merkiribenzoik asit, iyodoasetat, BSADEA ve
EGTA gibi bazi bilgiklerin a-amilazlari inhibe et bilinmektedir (Gupta et al.,
2003).

Kalsiyum ve a-amilazin kararlili g1

a-Amilaz, yapisinda en az bir €adceren bir metalloenzim olup, €aa olan
ilgisi diger iyonlara goreceli cok daha fazladirAmilazin yapisinda, ki olarak
yer alan kalsiyum iyonu sayisi 1 - 10 arasindasteektedir. Taka amilazi A (TAA)
on adet C# iyonu icermektedir, ancak bunlardan yalnizca hinesinin enzime
kuvvetli bir sekilde bali oldugu, yapilan kristallografi ¢cailmalari ile gozlennstir.
Diger a-amilazlar igin tek bir kalsiyum iyonunun vagly kararhlgin korunmasi igin
yeterlidir. Kalsiyum iyonua-amilazdan, EDTA'ya kar diyaliz edilerek ya da
elektrodiyaliz yontemiyle uzakiarilabilir. C&* yerine, St ve Mdf* iyonlarinin,

kararlilik artirict ajan olarak kullanilabildiklerapor edilmgtir (Gupta et al., 2003).
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1.4.2a-Amilazin Yapisal ve Katalitik Ozellikleri

Nisastayl hidroliz eden @ enzim, amino asit dizilimlerine gore aile 13
glikozil hidrolazlara aittir. Henrissat'in sinifldrmasina gore bu aile, kendisine ait

bazi karakteristik 6zelliklere sahiptir:

(). Bu enzimlera-glikozidik baslar Gzerinde etki gostererek-anomerik mono-
veya oligosakkaritleri oktururlar (hidroliz), a,1-4 ya daa,1-6 glikozidik balarin

olusumunu sglarlar (transglikozilasyon) veya iki eylemi birlikigerceklstirirler.

(if). Ailenin tum dyeleri, katalitik Ozellik gésten amino asitlerin bulungu

Ozellesmis bir yapi olan “f/a)g barrel” veya dier bir ifade ile “TIM barrel” tairlar.

(i) Katalitik boélgeyi olusturan ve “TIM barrel” yapisinin kararlgni sa&layan
amino asitlerin bulundiu oldukca korunmg doért farkll boélgeye sahiptirler.
Henrissat'in siniflandirmasina gore, yukaridakillidderi tasiyan enzimlerin hepsi

a-amilaz ailesinin tyeleridir (van der Maarel et 2002).
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Tablo 1.2. Glukoz iceren substratlar rincke etki gostereno-amilazlar

ailesine ait enzimler (van der Maarel et al., 2002)

Enzim EC Numarasi Bolge Ana Substrat
Amilosiikraz 2414 Sukroz
Sukroz fosforilaz 24.1.7 Siikroz
Glukan "branching" enzim 2.4.1.18 A B, F Nisasta, Glikojen
Siklodekstrin glukanotransferaz 2.4.1.19 A B, C,D, Nisasta
Amilomaltaz 2.4.1.25 A, B1, B2 Nisasta, Glikojen
Maltopentaoz olusturan amilaz 3.2.1.- A B, I Nisasta
a-Amilaz 3.211 A B, C Nisasta
Oligo-1,6-glukozidaz 3.2.1.10 A B Amilopektin
a-Glukozidaz 3.2.1.20 Nisasta
Amilopullulanaz 3.2.1.41 0or A, B,H, G,1 | Pullulan

3.21.1

Siklomaltodekstrinaz 3.2.1.54 A B Siklodekstrinler
izopullulanaz 3.2.1.57 Pullulan
izomaltaz 3.2.1.68 A B, F, 7 Amilopektin
Maltotetraoz olusturan amilaz 3.2.1.60 AB,CE Nisasta
Glukodekstranaz 3.2.1.70 Nisasta
Trehaloz-6-fosfat hidrolaz 3.2.1.93 Trehaloz
Maltohekzaoz olusturan amilaz 3.2.1.98 Nisasta
Maltogenik amilaz 3.2.1.133 A, B, C, D, E | Nisasta
Neopullulanaz 3.2.1.135 A B, G Pullulan
Malto-oligozil trehalaz hidrolaz 3.2.1.141 Trehaloz
Malto-oligozil trehalaz sentetaz 5.4.99.15 Maltoz
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Katalitik Mekanizma

a-Glikozidik bag, cok kararli ve oda sicaglndaki hidroliz orani ¢ok diiik
olan bir bgdir (2 x 10™*° s%). a-Amilaz ailesindeki enzimler, bu orani en etkin
sekilde attirdg bilinen enzimler arasinda yer almaktadirlar. @mesiklodekstrin
glikoziltransferaz saniyede 3 péirarak hidroliz oranini 6 kat artirmaktadir (van
der Maarel et al., 2002).

a-amilaz ailesi icin genel kabul goren katalitik raekzmaya gore, aktif
bdlgede glev goren iki katalitik amino asit bulunmaktadiruBardan birisi, asit/baz
katalizorii olarak slev goren bir Glutamik asit ve nukleofil goérevi yap bir
Aspartat'tir.

a-Amilaz o,1-4 glikozidik baglarini kiran bir enzimdir. Substratin hidrolizi
ile olusan indirgen ucg konfiglirasyonuna sahip hiekilde serbest birakilmaktadir.
Bu mekanizma tim “alikoyan” glikozil hidrolazlarimg gecerlidir. a-Amilazlarin
katalitik mekanizmasi l¢samada gercek$enektedir. Birinci gama, glikozidik
oksijenin proton verici Glu261 tarafindan protomteasidir. Bunu takiben, katalitik
nakleofil Asp231, -1 alt bogesindekeker rezidisinin C1 karbonuna nukleofilik
atak yapmaktadir. Substratin aglikon parcasi aktdd sonra, bir su molekild,
muhtemelen protonunu vergniolan Glu261 tarafindan aktifiéeriimektedir. Su
molekilt, nukleofilin oksijeni ileseker rezidistinin C1 karbonu arasindakii ba
hidroliz etmekte ve bdylelikle katalitik dongiylnmamlamaktadir (Nielsen and
Borchert, 2000).

Koshland tarafindan onerilem;amilazlar i¢cin genel kabul goren ve yukarida
anlatilan “cifte yer dg@stirme” (Double displacement) mekanizmasinda, 3 koru
katalitik amino asitten yalnizca 2 tanesigdadan rol oynamaktadir. Ucglinci
korunmy amino asit olan ikinci aspartat, substratin OH&€ ®H-3 gruplarina
hidrojen balar ile balanarak, substratin aktif bolgedeki “distorsiyontinu
sglamaktadir. Dier korunmyg amino asitler; histidin, arginin ve tirozin olabilBu
amino asitler, substratin ve nukleofilin @a konuma yerlgmesini ve gegi
durumunun kararli ile substratin elektronik yapisinin polarizasymnu

sglamaktadir.

a-Amilaz enzim ailesinin dyelerinde, dort korungniamino asit dizi

bdlgesinin yaninda Ranci bir korunmy amino asit dizisine rastlangtir. Bu bélge
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ayrica kalsiyum “ligand’1” olarak gorev yapan bspartat da icermektedir (van der
Maarel et al., 2002).

Sekil 1.4.B. licheniformisa-amilazi (PDB kodu 1BLI). A domain’i yd, B
domain’i mor ve C domain’i turkuaz olarak gosteigtn. Kalsiyum ve sodyum

iyonlari sirasiyla kirmizi ve portakal rengindediktif bdlge amino asitleri Asp231,
Glu261 ve Asp328 kirmizi olarak gosteriftm. B7'yi a7 ye b&layan ilmek (loop)

sari olarak gosterilrgiir (Nielsen and Borchert, 2000).
Domain organizasyonu

Hepsinin ayni katalitik mekanizmaya sahip olmaaain, a-amilaz ailesine
Uye enzimlerde gorulen Kkarakteristik ©6zellikler sarala, dgisik Grunler
olusturmalar ve farkli substrat 6zgullikleri gostererelsayilabilir. Bu farkhliklar,
katalitik 6zdeki farkli “domain™lerden ya da katigk bolge cevresinde bulunan ek
seker-bglanma alt bolgelerinden kaynaklanmaktadir. Tumamilaz ailesi
enzimlerinde bulunan en iyi korungndomain; bir varilseklinde olan, sekiz-heliks

tarafindan cevrelenmive simetrik olarak dizilenmi8 paralelB-tabakasindan ogjan
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“A domain™idir. a-Amilaz ailesinde, kataliz ve substratglenmasinda rol oynayan
korunmy amino asitler; bu “domain”inB-tabakalarinin C-uclarindaki ilmeklerde
bulunmaktadir. Yukarida s6zU gecefiofs varili, ilk olarak pilic kasindaki trioz
fosfat izomeraz enziminde bulungmiuve bu nedenle TIM varili olarak
isimlendirilmistir (van der Maarel et al., 2002). Bilinen tim enkarin yaklgik %
10'unda p/a)g variline rastlanmtir (Reardon and Farber, 1995).

a-Amilaz ailesindeki tim enzimle}-tabaka 3’tena-heliks 3'e uzanan B
“domain”ine sahiptirler. Amino asit sayisi 44’'ter33le kadar dgisebilen B

“domain”i, substrat ve Cé baslanmasinda rol oynamaktadir.

a-Amilaz ailesindeki enzimlerde, A ve B “domain”leim yaninda dg@sik

islevlere sahip 9 farkli “domain”e de rastlagtm (van der Maarel et al., 2002).

1.5.a-Amilazin Uretimi ve Saflastiriimasi

1.5.1.a-Amilazin Uretimi

a-Amilaz genel olarak, sivi tipi fermentasyon (Smie Kkati hal
fermentasyonu (SSF) olmak Uzere iki yontemle lretktedir.B. amyloliquefaciens
ve B. licheniformis tirlerinde gercekidirilen calsmalarda, kati hal
fermentasyonunun, enzim Uretimi vesasta hidrolizi icin ekonomik ve etkin bir

yontem oldgu belirlenmgtir (Pandey et al., 2000).

a-Amilaz Gretimi bir ¢cok fizikokimyasal etkene #adir. Bunlar arasinda,
besi yerinin bilgimi ve pH’si, fosfat konsantrasyonu, ylzey aktifddaler, metal
iyonlari, sicaklik, havalandirma, karbon kagnee azot kayna sayilabilir (Gupta et
al., 2003).

1.5.2.a-Amilazin Saflastiriimasi

Endustriyel ve ticarb-amilazlar, kullanildiklari alanlar ve kullanigekilleri
nedeniyle vyuksek saflik gerektirmeyen enzimlerdBu nedenle endustriyel
a-amilazlarin ileri derecede saftailmasi ¢ok tercih edilen biglem desildir. Ancak,
farmasotik ve klinik uygulamalarda yiksek safliktakamilazlar kullaniimaktadir.
Yapi-islev iliskilerinin ve biyokimyasal 6zelliklerin belirlenmesie kullanilan
a-amilazlar da yine yuksek saflikta uretilmektedir.
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Mikrobiyal kaynakli a-amilazlarin saflgtiriimasinda bircok teknik
kullaniimakla birlikte genel saffarma basamaklagu sekildedir:

(). Hucrelerin fermentasyon ortamindan ayrilmasi,

(i). Amonyum sulfat ile veya gmk aseton gibi bir ¢c6zicu kullanilarak, ¢oktiirme

yolu ile secici konsantrasyon,

(iii). Afinite, iyon-degistirme ve/veya molekuler elek kromatografileri kulirak

enzimin yiksek saflikta Uretimi (Gupta et al., 2003

Bakteriyel a-amilazlarin dretiminde genellikle,Bacillus cinsi Uyeleri
kullaniimaktadirSu ana kadar hem mezofilik, hem de termofilik tliddeullanildigi
bircok saflgtirma ve nitelendirme c¢amasi yapilmgtir. Bacillus subtiliskdkenli ve
sicaklhk kararhlgi olan bir a-amilazin 2200 Unite/mg/l olan spesifik aktivitagin
saflgtirma yoluyla 24 kez arttiril@i rapor edilmgtir (Uguru et al., 1997). Bolton ve
arkadalari, yuksek saflikta elde ettiklerb-amilazin saflgtirlmasi amaciyla;
amonyum sulfat ¢oktirmesi, iyon ggtirme kromatografisi ve molekuler elek
kromatografisi yontemlerini kullanglardir (Bolton et al., 1997)B. licheniformis
kokenli, sicakiga dayanikh ve hicre di bir a-amilaz; iki fazl polietilenglikol /
dekstran ayirma sistemini izleyen molekuler elek wvgon desistirme
kromatografilerinin kullanildii bir saflgtirma sistemi ile safluriimistir (Pandey et
al., 2000). Katoh ve arkaglarinin yaptg bir calsmada, rekombinant hicreler
tarafindan Uretilem-amilaz, anti-peptid antikorlarin kullanifgibir immuno-afinite
yontemiyle saflgtiriimistir (Katoh et al., 1997). Bir arkea bakteri olBimermococcus
profundugan yiksek saflikta elde edilea-amilaz; amonyum sulfat ¢oktirmesi,
DEAE-Toyopearl kromatografisi ve molekiler elek kratografisi yontemlerinin

beraberce kullanildiklari bir sistemle safialmistir (Young et al., 1995).
1.6. Protein Saflastirma Teknikleri

Proteinlerin saflgtinimasindaki genel amag, istenilen proteinin, t@im
olmayan hiicre birimlerinden veggir proteinlerden ayrilmasidiistenilen proteinin
diger proteinlerden ayrilmasi, butin proteinlerin @nzapi ve buyuklikte
olmalarindan dolayi oldukc¢a zor bgtemdir. Protein safldirmasindaki ideal sonug,
istenilen protein miktarinda ve aktivitesinde azalwimaksizin der proteinlerin

miktarindaki azalmadir.
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Genel bir protein saffirma slemi; istenilen proteinin aktivitesinin, gir
proteinlerin de bulundiu baglangic materyali icerisinde tayini ile gamaktadir.
Secilen kaynak materyal, glik ozmotik giice sahip bir tampon icerisinde s(d
ozmotik basing, hiicre ve organellerin parcalannaagandimci olmaktadir) homojen
hale getirilip, sizme velveya santrifiglamleriyle daha sonraki saflarma
basamaklarina hazir hale getirilir.

Elde edilen 6zit, saffarma klemlerinin diguk hacimlerde daha rahat
gerceklgtirilebilmesi nedeniyle konsantre edilir. @i konsantrasyon yontemleri
uygulanmakla birlikte, diyaliz, ultrafiltrasyon, PP (l¢ fazda ayirma) ve g#i
coktirme glemleri en cok tercih edilen yontemler arasindailahiir (Dennison,
2002).

1.6.1. Coktlrme Yontemleri

Protein kimyasi ¢cajmalarinin erken evrelerinde, farkh tipteki enzinme
birbirinden ayrilmasi icin kullanilan klaca yol, proteinlerin icinde bulungu
cbzlcude yapilan dsikliklerle proteinlerin ¢cokmesini ggamakti. Bu glemin
ardindan cokelti, filtre edilip tekrar esas cozuggrisinde c¢Ozulmekteydi. Bu
metotlar halen proteinlerin saftarilmasinda yaygirsekilde kullaniimakla birlikte,
filtrasyonun yerini santrifijsiemi almstir. Gunimuizde ¢#li coktirme yontemleri
uygulanmakla birlikte, en yaygin kullanilanlar arek; polietilen glikol ¢coktirmesi,

¢ssitli cozuculer kullanilarak ¢oktirme ve tuz ¢coktigsn sayilabilir (Scopes, 1994).
Yuksek tuz konsantrasyonlarinda ¢oktirme

Cozucu icindeki tipik bir protein molekulinde, hiflobik yan zincirleri
bulunan bazi amino asitlerin ylzeyde ygmelerinden dolayi, hidrofobik noktalar
bulunmaktadir. Bu nedenle, sulu ¢ozeltiler icindskimolekulleri, bu yan zincirler
etrafinda toplanarak kiumeler elurmaktadir. Proteinlerin  yiksek tuz
konsantrasyonlarinda c¢okelme nedeni; ¢6zlinen tuanlayinin, proteinlerin
cevresinde kimelenen serbest su molekilleriyldesiikie girip, proteinlerdeki yan
zincirlerin birbirleriyle etkilgime girmesine izin vermesi ve proteinlerin kiimeler
halinde ¢okmesini ggdamasidir. Bu nedenle, ylzeylerinde ¢ok fazla Halyik nokta
bulunan proteinler daha erken ¢okerken, daha alampan zincire sahip proteinler

daha yavacokeceklerdir.
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Cokturme g¢leminde kullanilacak tuzlar, proteinle gadan etkilgime
girmek yerine, kimelenen su molekulleriyle glaamarak proteinlerin kolayca
cokelmesini sglayacak Ozellikte tuzlardir. Bu nedenle, silfat f@sfat gibi
anyonlarin; potasyum, sodyum veya amonyum gibi d&@grla olan tuzlar tercih

edilmektedir.

pH, ¢c6zunurluk, 1s1, ygunluk gibi etkenlere uyumlufiu nedeniyle amonyum

sulfat coktirmesi, en ¢ok kullanilan yontemlerdérsialir.

BASLANGIC MATERYALI <«—— Aktivite tayini
i) Homojenizasyon
it) Stizme ve/veya santrifiij

Y v
OZUY COKELEK Diyaliz, UF,
i) Konsantrasyon Tuz ¢oktirmesi,
- | TPP
KONSANTRE OZUT &—— Aktivite tayini
—> '
/ \ i) On fraksiyonlama — UF, Tuz cokbiirmesi,
Fr1 Fr2 Fr3 §—— Aktivite tayini | TPP, ISI, Organik
% X v 4—— Aktivite tayini ¢oziicti ¢Oktiirmesi,
l/ g IEC, MEC, IEF,
Afinite Kromat.
AKTIF FRAKSIYON
|
SAF MI? ]
i) Analitik fraksiyonlama PAGE, SDS-PAGE
’ EF, Immuno Blot.

— HAYIR  EVET

v

Enzim

Sekil 1.5. Genel bir protein izolasyonu glgemasi. Kullanilan kisaltmalar;
UF: ultrafiltrasyon, TPP: Three Phase Partitioniitig fazda ayirma), IEC: iyon
degsistirme kromatografisi, MEC: molekiler elek kromatafysi (Molecular

Exclusion Chromatography), IEEzo-Elektrik Odaklama (Dennison, 2002).
1.6.2 Kromatografik Yontemler

Kromatografik yontemler genellikle, icinde yaloa@z proteinlerin bulundiu
konsantre bir érnekten, hedef proteinin sgftdmasinda kullaniimaktadiistenilen
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proteinin saf halde elde edilebilmesi igin, 60zupintein karakterine Igh olarak tek
bir kromatografik yontem yeterli olabilegiegibi, bir dizi desisik yontemin art arda
uygulanmasi da gerekebilir. Genel olarak tutunnaadgpsiyon) ilkesine gore cgdin

kromatografik yontemler, sahip olduklari matriks vieslyicl siviya gore

siniflandirimaktadirlar. Kromatografi gderi Tablo 1.3'te 6zetlenmektedir:

Tablo 1.3. Kromatografi gderi (Dennison, 2002).

Duraganfaz Tasiyicifaz  Dagilim Mekanizmasi Tip

Kati Sivi Tutunma (Adsorpsiyon) Adsorpsiyon Kromatografisi
Sivi Sivi Ayirma Kagit Kromatografisi

Kati Sivi iyon-degistirme iyon Degistirme Kromatografisi
Sivi (gel) Sivi Molekdiler Filtrasyon Molekuler Elek

Immobilize Sivi Biyo-afinite Afinite Kromatografisi
biyomolekdl

Sivi Gaz Ayirma Gaz-Sivi Kromatografisi

Proteinlerin saflgtirlmasinda en cok kullanilan kromatografi yonteml
Ilyon-dezistirme kromatografisi, molekiler elek ve afinite kratografisidir.

1.6.2.1.1yon Degistirme Kromatografisi

Iyon desistirme kromatografisi ile proteinler, sahip olduklaret yiike gore
ayrilmaktadirlar. Eer istenen protein pH 7'de pozitif bir net yike ipske
kromatografi glemi, Uzerinde negatif yukler bulunan bir matriksill&anilarak
gerceklgtiriimektedir.  Kolon tamponu igindeki tuz konsargyanunun
(6r: NaCl) arttinlmasiyla; pozitif yukli proteiniebaslanms olduklari matriksten
ayrilirlar. Bunun nedeni, tampon icindeki Nan proteinlerdeki pozitif yuklii gruplar
ile yarsarak, onlarin matriksten ayrilmasingkanasidir. D§ik yogunlukta pozitif
yukli gruplar iceren proteinler erken ayrilirkenjkgek ygunlukta icerenler gec
ayrilmaktadirlar. Pozitif yuklu proteinler, Karbokeetil (CM-), Sulfopropil (SP-)

gibi katyon dgistirici kolonlar ile ayrilabilirken; negatif yuklinoteinler, Kuaterner
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amonyum (Q-) ya da Dietilaminoetil (DEAE-) gibi amy degistirici kolonlar ile
ayrilabilmektedirler. Bu tip iyon dgstirici kolonlarda genellikle, seliloz ve agaroz
gibi matriksler kullanilmaktadir (Streyer et alQ(2).

1.6.2.2. Molekuler Elek Kromatografisi

Molekuler elek kromatografisinin ayirim guciu dahéksektir. Protein orng,
cozinmeyen fakat yapisinda yuksek derecede sunigigkstran ve agaroz gibi
karbohidratlardan ya da poliakrilamid’ten gdm porlar iceren boncuklardan ibaret
bir matriks Uzerine uygulanmaktadir. Sefadeks, ®efave Bio-Gel siklikla
kullanilan matrikslerden birkacidir. Molekiler eldboncuklarinin  buyuklikleri
genellikle 0.1 mm capindadir. Bu tip bir matriksll&aildiginda, kuguk proteinler,
boncuklarin icinde ve cevresinde bulunan sulu od@rd&ilirken; blydk olanlar,
yalnizca boncuklarin arasindaki sulu ortamda bukkiadirlar. Bu sekilde,
uygulanan proteinlerden buyik olanlari, boncukleasandan hizla akarak kolonu
erken evrelerde terk ederken, daha kiguk moleKliigtiklige sahip olanlar daha

uzun sirede kolondan cikmaktadirlar (Streyer e2@D?2).
1.6.2.3. Afinite Kromatografisi

Afinite kromatografisi, dier bir etkin kromatografi yontemidir. Bu teknik ,ilessitli
kimyasal gruplara yiksek afinite gosteren proteinlesaflgtiriimasi mumkdn
olmaktadir. Orngin, bir bitki proteini olan Konkanavalin A, tizeriackovalen bgli
glukoz birimleri bulunan bir matriksten gecirileraaflatirilabilmektedir. Matriks
Uzerindeki glukoz birimlerine tutunngtkkonkanavalin A proteini, matriksten, yuksek
yogunluga sahip glukoz c¢o6zeltisinin gecirilmesiyle ayrilntedar. Ayni sekilde,
matriks Uzerine, transkripsiyon faktorlerinin 6Zgll gosterdéi DNA dizileri
tutturularak, bu tip proteinlerin safkarilmasi mimkin olmaktadir. Bu durumda,
baglanms proteinler matriksten yiksek gerlerde tuz iceren bir c¢odzeltinin
geciriimesi ile toplanabilmektedirler. Afinite kratografisinin verimi, protein ve
yem olarak kullanilan molekulin birbirlerine ilgisn derecesine gadir (Streyer et
al., 2002).

1.7. Bacillus subtilisin Molekuler Biyolojik ve Biyoteknolojik
Uygulamalardaki Yeri

Genlerin molekuler yapilarn velévlerinin analizi, 6zgiin DNA parcalarinin,

genomik DNA molekullerinden alinmasini, uygusiyeci sistemlere aktarimini ve
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cogaltimlarini  gerektirmektedir. Busekilde rekombinant DNA molekdlleri
olusturulmakta ve ilgili DNA molekidlt tarafindan kodlam bilgi analiz
edilebilmekte, nukleotid dizisi belirlenmekte, gekspresyonu $tanarak, elde

edilen Uran cgtli amaclar icin kullaniimaktadir (Watson, 2004).

Rekombinant DNA molekullerinin  o$turulmasi ve hucreler igine
aktariimasina DNA klonlamasi denmektedir. Bu si@megtektor adi verilen ve
klonlanan DNA'nin hicre icinde @altilmasi icin gerekli bilgiyi iceren halkasal
DNA ile, bu vektore eklenen DNA parcasi kullanilrteekr. Rekombinant DNA
molekdllerinin  elde edilmesi igin, DNA'yi 0zgun lg#lerinden kesebilen
restriksiyon enzimlerine ve kesiljmDNA’lari birlestiren diger enzimlere gereksinim
vardir. DNA restriksiyon enzimleri eliyle fragmardaayildiktan sonra veya ilgili gen,
polimeraz zincir reaksiyonu ile galtildiktan sonra, bir vektor icine yegteilir.
Kurulan plazmit DNA’larini ¢@altmak ve Uzerlerine yeggrilen genleri eksprese
etmek uzere siklikla kullanilan konakgilarirginaaE. coli ve B. subtilisbakterileri
gelmektedir. Klonlama icin kullanilan vektér DNAfatipik olarak 3 temel 6zelie

sahiptir:

1. Konak htcrenin kromozomundan gsnsiz olarak ¢galmay! sglayan bir

replikasyon orijini,

2. Vektorla tgiyan hicrelerin dier hicreler arasinda secilmesiniglagacak

sectirici bir aret,

3. DNA fragmanlarinin eklenebilmesi icin, bir veyahdafazla restriksiyon

enzimi tanima bolgesi

Cogu vektor, plazmit adi verilen, kiclk, halkasal DNlekilleridir. Bu DNA
molekdlleri, bircok bakteride ve tek hicreli okattpoda dg@al olarak bulunabilir.
Plazmitler genellikle antibiyotiklere kgr direnc sglayan genler tamaktadirlar.
Boylelikle, dgzal plazmitler gerekli olan iki 6zefli sgslamaktadirlar: konak icinde
bagimsiz ¢c@galma ve segctirici birsareti tgima.

Istenen bir genin, bir bka konak organizmaya aktariimasinin iljamasi
klonlama olarak ifade edilebilir. Kompetan hucraler DNA parcalari ile
transformasyonu, gorece kolay ve tekrar edilellir uygulamadir. Kompetanlk
(htcrelerin, dyaridan gelen DNA'yr alabildikleri fizyolojik durum) Bacillus

subtiliste yogun blyumenin ardindan kengdiinden gelsmektedir. Ancak,
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kompetanlik deneysel olarak da uyarilabilen birlldkte (Harwood., 1992).B.
subtilis, genetik dgisikliklere olumlu tepkiler verdii icin, ¢cok gelsmis bir dogal
transformasyon sistemi olarak sginiilmektedir (Harwood., 1992). Patojen olmayan
bir organizma olarak kabul edileB. subtilis’e ilk DNA aktarimi 30 yil 6nce

Spizizen ve arkagéari tarafindan yapilngtir (Harwood., 1992).

Patojen bir bakteri olmayaBacillus subtilis ilk genetik transfomasyonun
yapildgr 1959 yilindan bu yana Gram pozitif bakterilerbyokimya, genetik ve
fizyolojisinin calsilmasinda model bir organizma olarak kullangmm Cesitli
molekdiler biyolojik calgmalarda yararlanilarB. subtilis endustriyel Gretim ve
heterolog protein tretimi igin gok dnemli bir konla&lini almgtir (Harwood., 1992).

Bacillus cinsi bakteriler, aerobik, endo-spor gluran, gram-pozitif ve cubuk
sekilli bakterilerdir. Bacillus cinsindeki metabolik ¢#lilik, bu organizmalarin,
enzim, antibiyotik, cgtli biyokimyasal maddeler ve insektisitlerin Gmainde
kullanilmasina olanak vermektediBacillus subtilidn patojen olmamasi (GRAS
status), drunlerinin, gida deterjan ve ila¢ endiésinde kullaniimasina olanak

vermistir (Harwood., 1992).
1.8. Tezin Amaci

Enzimlerin, ginimuiz endustrilerinde ve gida sardgikullanimi her gegen
glin arts gostermektedir. Uretim maliyetleri, zaman, perfans ve kalite gozetilerek,
yuksek / digik sicaklik ve pH dgerlerinde aktivite gosterebilen, i dis etmenlere
bagimhligi az olan, yiksek safliktaki enzimlerin Gretimi gidk ©Onem

kazanmaktadir.

Bu tez camasi ile,Bacillus licheniformisATCC 27811 soyundan koken
alan ve yiuksek sicakliklarda aktivite gosterebil@kombinanta-amilazin amy-
pUC19Bacillus subtilis hiicrelerinden hareket edilerek Uretimi, sgftdmasi ve

nitelendirilmesi hedef alinrgtir.



2. GEREC VE YONTEMLER
2.1. Gerecler

2.1.1.Kullanilan Sarf Malzemesi

Kullanilan Malzemeler

afici Firma

27

2-Propanol RIEDEL 24137
3-5-dinitrosalisilik asit SIGMA D 0550
Akrilamit SIGMA A 8099
Akuazid SIGMA

AICl 3 BAKER

Amonyum per sulfat

BIORAD 161-0700

Amonyum sulfat (NH),SO,

MERCK 1.01216.1000

Ampisilin SIGMA/BOEHRINGER
Asetik Asit RIEDEL 27225
B—Merkaptoetanol SIGMA M-6250

BaCh FLUKA

Bisakrilamit BIORAD 161-0201

Bradford Protein Assay

BIORAD 500-0006

Brillant Blue R SIGMA B 7920
Bromofenol blue SIGMA B-6131
CoClh, SIGMA C 2644
CaCb SIGMA C-3306
CTAB (setil trimetil amonyum bromid) Sigma H 6269
CuCh SIGMA C-6641
Cozunur njasta SIGMA S 2630
DMSO (Dimetilsilfooksit) SIGMA D 5879
DTT (Ditiotreitol) Anonim

EDTA (Etilendiamintetraasetikasit) SIGMA E 5134

Etanol

J. T. BAKER 8228

Etilen Glikol

MERCK
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FeCk MERCK
FeSQ SIGMA F-7002
Glisin SIGMA G 7126
Gliserol RIEDEL 15524
HCI RIEDEL 0.7102
IPTG (izopropil3-D-tiogalaktozid) BOEHMRNGER
MANNHA iM
KCI RIEDEL 12636
Lizozim BOEHRINGER
MANNHA iM
Lugol SIGMA L 6146
Maltoz SIGMA M 2250
MnCl, Anonim
MgCl, MERCK 105832
NaCl MERCK 1.06400.1000
NaH,POy RIEDEL 0.4269
NaHPO, Anonim
NaOH MERCK 1.06462.1000
NiCl, SIGMA N 5756
NH4AC RIEDEL
Nutrient Broth DIFCO 234000
PMSF (Fenil metil stlfonil florid) SIGMA 7626
Protein Standarti SIGMA SDS-6H

Q-sepharose Fast Flow (Anyongiigirici rezin)

Amersham Biosciences AB
17-0510-01

SDS

SIGMA 5750

Sephacryl S-200 High Resolution (Molektler elek

kromatografi rezini)

Amersham Biosciences AB
17-0584-10

Sodyum Asetat

RIEDEL 25022

Sodyum deoksikolat

IEMA

Sodyum potasyum tartarat

SIGMA S 2377
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Streptomisin stilfat BEMA

TEMED SIGMA T 7024
Trikloro asetik asit RIEDEL 27242
Tris baz SIGMA T-1503
Triton X-100 MERCK

Tween 20 SIGMA P 1379

Yeast ekstrakt

MERCK 1.03753

ZnClh Anonim
nSQ Anonim
2.1.2. Kullanilan Cihazlar

Kullanilan Cihazlar Uretici Firma

+4°C Sagutucu

ARISTON NOFROST

-20°C dondurucu

ARISTON NOFROST

-80°C dondurucu

HERAEUS INSTRUMENT

Buz Makinesi

BAR LINE BF 85

EtOv

EDMUNT BUHLER-TH 15

Fraksiyon toplayici

BIORAD 2110

Gradyan pompasi

BIORAD Econogradient Pump

Guc kayngi

BIORAD POWER PACK 1000

Hassas Terazi

SARTAHS-BL 210S

Inkiibator

CERTOMAT-BS-T

Jel kurutucu

E-C Apparatus Corporation EC 355

Jel kurutucu pompasi

E-C Apparatus Corporation EC 353

Manyetik Karstirici

HEIDOLPH MR3001

Masa Ustu Santrifijj

HERAEUS Sepatech, Biofuge 15R

Masa Ustu Santrifijj

BECKMAN COULTER, Allegra 25R

Microsantrifdj

BECKMAN Microfuge 18

Mikrodalga Firin

BEKO-1550




30

Orbital Karstiricl

BIOMETRA WT12

Otoklav

HIRAYAMA-HICLAVE HVE-50

Otoklav

VARIOKLAV-Dampfsterilizator 300

Otomatik Pipet 5000

GILSON

Otomatik Pipet 1001 GILSON
Otomatik Pipet 20l GILSON
Otomatik Pipet 2@l GILSON

pH Metre

INOLAB pH LEVEL 1

Protein Elektroforezi Sistemi

BIORAD Mini Protean |

Recorder BIORAD Econorecorder 1327
Spektrofotometre BIORAD-Smartspec 3000
Sonikator BRANSON Digital Sonifier 250
Steril Kabin HERAEUS-Herasafe-HS 12
Sterilizator BINDER-ED115

Su Banyosu JULABO-SW 21

Su Banyosu JULABO-MP 13

Su Banyosu Techne TE-10A

Terazi SARTORUS-BL 3100

UV monitori BIORAD EM1 Econo UV Monitor
Vorteks IKA-MS 2-Minishaker

2.2. YOntem

2.2.1. Bacillus licheniformis ATCC 27811 Kokenli Rekombinant

a-amilazin, amy-pUC19-Bacillus subtilis Hiicrelerinde Uretimi ve

Saflastiriimasi

2.2.1.1. a-amilazin Klonlanmasi

Edilmesi

ve Ekpresyonunun Optimize

Bu tez cagmasindajssever-Oztiirk ve ark. (2002) tarafindanlicheniformis
ATCC 27811 soyunun genomik DNA’sI Gzerinden PCRciw@ ile klonlanana-

amilaz genini tgyan amy-pUC 19B. subtilis hicreleri biyolojik kaynak olarak
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kullaniimistir. Belirtilen calsmada, a-amilaz geni &my), Bacillus licheniformis
ATCC 27811 soyu genomik DNA’sI Uzerinden, yapisahigsinirlayacaksekilde
dizenlenmy oligontikleotitlerin kullanildgi PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)
araclilgl ile ¢cogaltilmis, pUC 19 vektort Uzerine klonlangtir. E. coli IM109 veB.
subtilis54 soylari bu vektor ile transforme editim.

Rekombinanta-amilazi kodlayanamy geni, pUC 19 vektori Uzerindac
promotorunun alt tarafindaki ¢oklu klonlama bélgesiyerlatirilmi stir. Konstitttif
ve IPTG uyariml olarak yapilan testlerde rekomhtraamilaz ekspresyonunun, 50
UM izopropil{3-D-tiyogalaktozit (IPTG) variinda uyarildgl ve enzim Gretiminin
glukoz varlginda baskilangs belirlenmitir. Bliyume @risi hazirlanmy ve plazmit
kararllik testleri yapilmtir (Issever Oztiirk, S., 2002).

2.2.1.2. RekombinanBacillus subtilis Hiicrelerinin Uretimi
Optimum hicre blylmesi ve enzim aktivitesi d@erlerinin bulunmasi

a-Amilaz Ureticisi amypUC 19B. subtilisin en fazla a-amilaz Gretimi
yaptgl inkiibasyon suresinin belirlenmesi amaciyla, 7 séren bir kilttr ¢calmasi
yapildi. 165 ml LB besi yerinde, 100 pg/ml amprsifarliginda, 30 °C'ta 170
rom’de calkalanarak inkibasyona birakilamypUC19B. subtilis kiltiriinden
induksiyon sonrasi; 3., 6., 20., 26., 44., 51. \v@&875. saatlerde alinan dérneklerin 600
nm’de hicre ygunluklari 6lgulda. Alinan orneklerin sonike edilnmga ardindan
elde edilen ust sividan, amilaz aktivite testinapymasi ile elde edilen sonugclar
Isiginda, optimum bilylme/enzim aktivitesinin go6zlgmndiinkiibasyon siresi
belirlendi ve bunu takip eden tim hicre kultirGgpaalarinda bu inkibasyon siresi

uygulandi.
Hucre kultart ¢ali smalari

Hucre ici rekombinanté-amilaz treticisemypUC19B. subtilisin tretilmesi

amaclyla, birbirini takip eden iki 6n ve bir andtkii calsmasi yapildi.
I. On Kdiltar

Son konsantrasyonda 100 pg/ml olagakilde ampisilin iceren, 2 ml LB
Broth besi yeri, -20 °C dondurucuda saklanan kigt&unun 20 ul’si ile stlandi ve
30 °C’'ta 170 rpm’de calkalanarak gece boyu buytniesakild!.
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I1. On Kiltir

Son konsantrasyonda 100 pg/ml olagakilde ampisilin iceren 50 ml LB
Broth besi yeri, I. 6n kiltirden alinan 500 pl Killbrnesi ile asilandi ve 30 °C'ta
170 rpm’de calkalanarak gece boyu bliyumeye birakild

Ana Erlen Kiltlrt

Son konsantrasyonda 100 pg/ml olagekilde ampisilin iceren, iki adet 825
ml ve 4 adet 330 ml LB Broth besi yeri, Il. 6n Kifle buyatilen hicreler ile 1/100
(htcre/besi yeri) oranindasiandl ve kultar/flask hacmi oraninin 1/6 ofau

kosullarda, 30 °C’ta, 170 rpm’de, 26 saat boyuncaajalkarak buytimeye birakildi.
IPTG ile uyarim

Hicre boydmesi, 600 nm dalga boyunda yapilan Ooletlenl izlendi.
ODsoo= 0.6 — 0.8 arafanda hicre ygunlugu gésteren ana erlen kulturlerine, son
derisimi 50 pM olacaksekilde IPTG eklenerek, uyarim yapildi. Uyarigleminin
ardindan, érnekler 30 °C’'ta 170 rpm’de gece boykatanarak biylimeye birakildi.
Kaltarlerden uyarim 6ncesi ve sonrasi 10'ar ml &radnarak, 3500 rpm’'de 20
dakika santrifij edildikten sonra, Ust sivi dokéler cokelek -20 °C dondurucuya
kaldirldi. Uyarimdan ve kultarin toplanmasindarmba once SDS-PAGE igin
ornek alinarak, 10.000 rpm’de 5 dakika santrifiijd@dve elde edilen ¢okelek -20 °C

dondurucuya kaldirildi.

26. saat sonunda toplanan ornekler, 7000 rpm’ddakika santrifilj edilip,
olusan Ust sivi dokuldd. Hucreler, % 0.9'luk 300 ml Na@erum fizyolojik)
icerisinde ¢oOzuldu ve 7000 rpm’de 20 dakika saintréfdildi. Santrifij sonrasinda
olusan Ust sivi dokuldi ve ¢okelek -20 °C dondurucusizedpoyu saklandi.

LB Broth besi yeri: 10 g nutrient broth, 5 g yeast ekstrakt, 8 g N&32 g

Trizma baz, saf su ile 1 litreye tamamlanip, 12X£@0 dakika otoklav edilir.

IPTG, (izopropil-p-D-tiogalaktozit): 100 mM stok c¢ozeltisi hazirlanr.
0.283 g IPTG, 10 ml steril distile su igerisindezgfiir. 0.22 pm por ¢apina sahip

filtreden gegirilerek -20C’ta saklanir.

Ampisilin: 10 mg/ml stok ¢ozeltisi hazirlanir. 1 g ampisiltQO0 ml steril
distile su icerisinde ¢ozullur ve ¢ozelti pH’'st 1MA@H ile 8.5’ e ayarlanir. 0.22 nm

por capina sahip filtreden gegcirilerek 2@0ta saklanir.
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2.2.1.3. Rekombinant a-Amilaz Ureticisi Bacillus subtilis

Hucrelerinin Sonikasyonu

Bacillus subtilis rekombinanta-amilazi  hiicre gina salgilamagindan,
hiicre icindeki enzimi elde etmek tzere, hicrelerindizi 6n klem ile sonikasyona

hazirlanmasi ve sonikasyon eliyle parcalanmaskgezktedir.

Bakteriyel hucrelerin pargalanmasi igin bir ¢ok §gmn kullaniimakla birlikte,
en ¢ok kullanilan ybntemler arasinda; cam boncukakumi, French press ve
sonikasyon sayilabilir (Scopes, 1994).

Sonikasyon, 20.000 megahertz’'ten daha yiksek otdatulirasound” olarak
adlandirllan ses dalgalarinin parcalayici ve bozetkisi kullanilarak hicre ve
organel duvarlarinin parcalanmagemidir.

Sonikasyon 6ncesisiemler

-20 °C dondurucuda saklanan hicreler, 300 ml, 100 GaCk icerisinde
¢obzlldu ve 1 saat boyunca buz icerisinde bekletil@uz uygulamasindan c¢ikan
ornek, 7000 rpm’de 30 dakika santrifilj edilerekt sis1 atildi ve elde edilen pelet
330 ml, 100 mM Tris-HCI/10 mM Gliserol, pH 8.0 iggnde ¢ozildu. Ornge 16,5
ml, 10 mg/ml Lizozim ve son dgimi 1 mM olacaksekilde PMSF eklenerek 15
dakika boyunca buz icinde yatgkkilde calkalandi. Busiemin ardindan 693 pul, 0,5
M EDTA eklenen 6rnek, buzda yatik olarak 45 daKkikgunca calkalandi. Orpe,
buzdaki 45 dakikanin ardindan, 42 °C’'ta 1 dakj&l uygulandi ve yeniden buza

alindi.
Sonikasyon

On islemlerin ardindan sonikasyogaamasina gegildi. Her seferinde yakla
30 ml drnek kullanildi vesiem sulu buz icinde gercektgildi. Sonikasyon glemi,
her set icin 6nce 5 dakikager yeterli miktarda kirilma gerceklmems ise ilave
olarak 3 dakika boyunca uygulandi. Hicrelerin kalorani, ortaya c¢ikan protein
miktarinin Bradford yontemi ile belirlenmesiyle enldi. Sonikasyon sirasinda, 20
saniye sonikasyon ve 30 saniye bekleme sureleulapgi.

2.2.1.4 Rekombinanto-Amilazin Saflastiriimasi

Proteinlerin saflgtinimasi, elde edilmek istenen proteiningel protein ve

hiicre birimlerinden ayrilmasglemidir. Canlilar, cok karmak hicresel birimlerden
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ve caitli 6zelliklere sahip birgcok proteinden gimaktadir. Bu kompleks yapi
nedeniyle, protein saffarma klemi, birbirini takip eden bir ¢ok samadan

olusmaktadir (Dennison, 2002).
1. Streptomisin silfat ¢oktlirmesi

Streptomisin, ribozomlar ile etkigen kuran bir antibiyotiktir. Streptomisin
sulfat coktirmesi ile ribonukleer proteinlerin véanikleotitlerin ¢okturilerek

uzaklgtiriimasi sglanmaktadir (Scopes, 1994).

Sonikasyon ile elde edilen 6zit, 10.000 rpm’de aRilkh santrifiij edildi ve
elde edilen pelet -20°C dondurucuya kaldirnldi.eEédlilen Gst sivinin pH’s1 deik
HCl ile 7.0'ye ayarlandi. Ust siviya son @ari % 0,7 olacaksekilde streptomisin
sulfat eklendi ve +4°C’'ta kammaya birakildi. Homojen bir karmin elde
edilmesinin ardindan, karm 10.000 rpm’de 30 dakika santriflij edildi. Eldgilen

ust sivi toplanip, amonyum stilfat ¢coktirmgmine gecildi.
2. Amonyum stilfat ¢coktirmesi

Proteinler, ylksek tuz konsantrasyonlarinda, yler@ydle sahip olduklar
hidrofobik amino asit kompozisyonuna gore farklzgdurlik dgerlerine sahiptirler.
Bu Ozellikten faydalanilarak tuz c¢oktirmesi yontemelistirilmistir. En ¢ok
kullanilan ve en yuksek verime sahip tuz, amonyluifagir (Scopes, 1994).

Streptomisin silfat ¢oktirmesinin ardindan eldeleediist sivi ile % 40
amonyum sudlfat c¢coktirmesislemine gecildi. Miktari Ust sivi hacmine goére
hesaplanan amonyum sdulfat, Gst siviya eklendi ve°&€4a, 2 saat boyunca
karsmaya birakildli. 2 saat sonunda elde edilensiard0.000 rpm’de 30 dakika

santrifilj edildi ve olgan ¢okelek -20 °C dondurucuya kaldirildi.

Elde edilen Ust sivi ile, bir 6ncekjaanayla ayni ksullarda gece boyu, % 70
amonyum sulfat ¢coktirmesi yapildi. % 70 amonyunfasigoktirmesinin ardindan
elde edilen kagim 10.000 rpm’de 30 dakika santrifllj edildi. Q@ cokelek bir
sonraki gama i¢in 10 ml, 20 mM Tris-HCI, 2 mM Cag{bH 8.0 icerisinde ¢ozuldu.

Ust sivi daha sonraki testler icin +4 °C’ta sakiand
3. Diyaliz

Diyaliz islemi ¢azunlukla, istenmeyen @ik molekiler girlikh bilesenlerin

drnekten uzakkiriimasi ve/veya oOrrign icinde bulundgu tamponun, farkh bir
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tampon ile dgistiriimesi amaciyla kullaniimaktadir. Diyaliz membitari, “yari
gecirgen zardan diflizyon” ilkesine goére galive 15 — 20 kDa'dan biyuk

molekdllerin gegiine izin vermez (Scopes, 1994).

Cokturme glemini takiben amonyum sdlfatin uzagtiaulmasi icin diyaliz
yapildi. Diyaliz membrani, % 20 Etil alkol icerisia 5 dakika kaynatildi. 10 ml, 20
mM Tris-HCI, 2 mM Cad, pH 8.0 tamponu icerisinde ¢dzulen ve 16,5 mldopl
hacime sahip % 70 amonyum sulfat c6kel@0 mM Tris-HCI, 2 mM CaGl pH 8.0
tamponuna kar gece boyunca diyaliz edildi. Ertesi giun diyalamiponu, iki kez
daha degistirildi.

Diyaliz igleminin ardindan toplanan 25,1 ml hacmindeki 6rn&R,000
rom’de 30 dakika santriftj edildi ve beyaz bir getdustu. Elde edilen 25 ml
hacmindeki Gst sivi 10.000 rpm’de 10 dakika saimtedildi. 25 ml hacmindeki Ust
sivi 0,45 pm por buyukfiine sahip filtreden gecirildi. 25 ml hacmindeki éfe,
son derimi 1mM olacaksekilde PMSF eklendi.

4. Kromatografi

Rekombinanta-amilazin yiksek saflikta elde edilmesi amaciylaassyla
Q-sefaroz FF anyon dstirici ve Sefakril S-200 HR molekuler elek kromatafy
matriksleri ile hazirlanan ve birbirini takip edebjr anyon dgistirici ve bir

molekdler elek kolon kromatografisi yapildi.
4.1. Kromatografi Rezinleri ve Kolonlarinin Hazirlanmasi

Q-sefaroz FF, anyon gatirici tabiath bir rezindir. Q-sefarozun rezin
materyali, capraz Igh agaroz birimleridir ve fonksiyonel grup olarala #&uaterner
amonyum (-CHN(CHa)s icermektedir.

Sefakril S-200 HR Molekuler elek rezini, 25 — 75mpucapindaki
“beed”’lerden olgmaktadir. Bu “beed”ler, allil dekstran / N'Nmetilenbisakrilamit

birimlerinin ¢capraz bglanmasi ile elde edilirler.

Q-sefaroz FF ve Sefakril S-200, % 20 etanol icingesisiriimis halde
sgilandl. Rezinlerdeki etanol atilarak, Uzerlerineimerzacminin % 75’i oraninda
yukleme tamponu eklendi. Katrilarak, ¢cokmesi sgandi ve bu glem birkac kere

tekrar edildi. Jel-tampon karmi degaze edildi. Cam kromatografi kolonu yikandi,
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kurutuldu ve kolonun tabanina cam pamuwerlstirildi. Rezin tek seferde kolon
icerisine yuklendi. Kolon tamamen dolduktan sonygun tamponla yikandi.

4.2. Q-Sefaroz FF AnyorDegistirici Kolon Kromatografisi

Saflsstirma slemine balamadan 6énce kolon, 20 mM Tris-HCI, 2 mM CaCl
7 mM B-Merkaptoetanol fME) pH 8.0 tamponuyla yikandi. Diyalizléminin
ardindan elde edilen Ornek, Q-sefaroz FF anyo@istigéci kolonuna yuklendi.
Yukleme, birbirini takip eden U¢ seferde gercelitidi. YUkleme tamponu olarak
degaze edilngi20 mM Tris-HCI, 2 mM CaGl 7 mM B-Merkaptoetanol f{ME) pH
8.0 kullanildi. Yuklemeler ve yikamalar sirasinddldnilan tim tamponlar degaze

edildi ve buz icerisinde tutuldu.

Saflgtirma sistemi, her vyiklemenin bitiminde, bdtin &glonlarin
toplanmasinin ardindan, énce 1 M NacCl iceren ve takiben icermeyen, 20 mM
Tris-HCI, 2 mM CaCl, 7 mM p-MerkaptoetanolfME) pH 8.0 tamponuyla yikandi.

Elde edilen fraksiyonlar, buz iginde korundu. Sis¢ebali olarak calgan
yazicidan elde edilen grgé gore, A280" deki protein tepelerine fargelen
fraksiyonlar belirlendi ve birer fraksiyon atlankraecilen fraksiyonlardan SDS-
PAGE ve a-amilaz aktivite testi yapildi. SDS-PAGE ve aktvitesti sonuclari
birlikte deserlendirilerek secilen fraksiyonlar bigkerildi. Bu islemler her bir

yukleme icin gercekigirildi.

Her bir ylklemeden gelen benzer fraksiyonlar kintderek diyaliz

membranina alindi ve Akuazid ile konsantre edildi.

Konsantre edilen érnek, 50 mM Tris-HCI, 2 mM Cag@,1 M NaCl, 7 mM
BME pH 7.5 tamponuna k@rgece boyu diyaliz edildi. Diyalizlemi, ertesi sabah
tampon dgistirilerek strdaruldu ve diyalizden ¢ikan 6rnek M0apm’de 10 dakika
santrifilj edildi. Santriflij 6ncesinde ve sonrasiatlaan érneklerden Bradford we
amilaz aktivite testleri yapildi. Santrifij sonra@nekten, SDS-PAGE igin drnek

ayrildi.
4.3. Sefakril S-200 HR Molekiler Elek Kolon Kromatagrafisi

Kolon, saflagtirma slemine balamadan dénce, 50 mM Tris-HCI 2 mM Ca(Cl
0,1 M NaCl, 7 mMBME pH 7.5 tamponu ile yikandi. Bolim 4.2.'de elddlen
diyaliz sonrasi 6rnek (1025 ul), Sefakril S-200 KH&onunatek seferde yuklendi.
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Yukleme tamponu olarak 50 mM Tris-HCI, 2 mM Cg@d,1 M NaCl, 7 mMBME
pH 7.5 kullanildi. Yuklemeler ve yikamalar sirasnBullanilan tim tamponlar

degaze edildi ve buz icerisinde tutuldu.

Tam fraksiyonlarin toplanmasinin ardindan sistenn®@ Tris-HCI, 2 mM
CaCh, 1 M NaCl, 7 mMBME pH 7.5 tamponuyla yikandi.

Elde edilen fraksiyonlar, buz iginde korundu. Sis¢eba&li olarak calgan
yazicidan elde edilen grgé gore, protein tepelerine kargelen fraksiyonlar
belirlendi ve birer fraksiyon atlanarak secilen kéigonlardan SDS-PAGE ve
a-amilaz aktivite testi yapildi. SDS-PAGE ve aktviesti sonuglari gozetilerek, en
saftan daha az safagta ¢ farkh havuz olgturuldu.

Sonikasyongdleminden bglayarak, enzim safiirma sirecinin sonuna gie

her basamakta, Bradford weamilaz aktivite testleri gercelgrildi.
2.2.2.0-Amilaz Aktivite Testi

a-amilaz aktivite testi, okan indirgenseker miktarinin tayinini temel alan bir

yontemdir.

a-Amilaz aktivite testi igin; belirlenen miktardakinzim ¢ozeltisi, 6.7 mM
NaCl iceren 20 mM Sodyum fosfat, pH 6.9 aktivitemponu ile 500 pl'ye
tamamlanir. Enzim co6zeltisi tGzerine 500 pl tazeiterams % 1 ngasta c¢ozeltisi
eklenerek, 37 °C’'ta 3 dakika inkiibe edilir. Reaksiy3 ml 3,5-dinitrosalisilik asit
(DNS) c¢ozeltisinin eklenmesi ile durdurulur ve @pl0 dakika boyunca kaynar suda
bekletilir. Kaynatma gleminin ardindan tapler, buza alinarak renk reaksiy
durdurulur. Her bir tipe 8 ml saf su ilave edili venk reaksiyonu 540 nm dalga

boyunda, enzim icermeyen blank’e &aspektrofotometrik olarak gerlendirilir.

Sodyum Fosfat Tamponu: 0.5 M NgHPO, ve 0.5 M NaHPO, stok
¢Ozeltileri hazirlanir. Bu stok c¢ozeltilerden, 20MnNa,;HPO, ve 20 mM NaHPO,
hazirlanip, pH 6.9 olacakekilde birbirleriyle kargtirilir. Son degimi 6.7 mM
olacaksekilde 5M NaCl eklenir.

Substrat Cozeltisi: 20 mM sodyum fosfat, 6.7 mM NaCl, pH 6.9 aktivite
tamponuna, son deini % 1 olacaksekilde ¢cozunir giasta eklenir ve mikrodalga

firinda 1sitilarak nfastanin ¢oztinmesidanir.
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DNS Cozeltisi: 10 g 3,5-dinitrosalisilik asit, 200 ml 2 M NaOH 80 g
sodyum potasyum tartarat distile su iginde ¢ozuliititreye tamamlanarak, gece
boyu manyetik kastiricida kargmaya birakilir. DNS ¢o6zeltisi karanhk bir ortamda,

tercihen renkliise icerisinde saklanmalidir.
a-Amilaz aktivitesi igin kalibrasyon egrisinin hazirlanmasi

a-amilaz kalibrasyon gisi icin, distile su icerisinde c¢6zilmiumaltoz
kullaniimaktadir. 0’dan 10’a kadar numaralandirginki set halindeki ttplere, 5
pmol/ml seklinde hazirlanan maltoz c¢ézeltisinden 1 numatihe 100 pl ve 10
numaral tipe 1000 pl gelecedkilde seri maltoz dilisyonlari hazirlanir. O nualar
tipe yalnizca 1000 pl distile su koyulurken, 1'@m kadar numaralandiriisttpler
distile su ile 1000 ul'ye tamamlanir. Her bir ti@eml dinitrosalisilik asit ¢ozeltisi
eklenerek 10 dakika kaynayan suda bekletilir. Kayraain ardindan buz yardimiyla
oda sicakiiina getirilen ve 8 ml distile su ilave edilen orlegk O numaral tipe
(blank) kagl 540 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarakildic Ortalamasi
alinan setlerin maltoz dilisyonlarina faabsorbans grafi cizilir. Grafikten elde

edilen gim, enzim aktivitesinin hesaplanmasinda kullanilir.

Bir Unite enzim, pH 6.9'da, 37 °C’ta, 1 dakikada,pinol maltoz a@a
ctkaran enzim miktari olarak tarif edilir. Sicaldi dayanikli rekombinant-amilaz
icin bir Unite enzim, pH 6.9'da, 87 °C'ta, 1 dakika 1 umol maltoz aga cikaran

enzim miktar olarak kabul edilgtir.

Enzim aktivitesi gagidaki formile gbre hesaplanir:

A540 degeri 1000

X X Reaksiyon Hacmi (ml)
Maltoz MA

. . E&i
Enzim aktivitesi: gim

Enzim Hacmi (ml) X Reaksiyon Siiresi (dakika)

Reaksiyon Hacmi: 1 ml
Enzim Hacmi: 0,5 mi
Reaksiyon Siresi: 3 dakika

M.A (maltoz): 360,3 g/mol
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2.2.3. Bradford Yontemi ile Protein Miktarinin Belirlenmesi

Boya-bglanmasi olarak da bilinen Bradford yontemi, hizke wyiksek
duyarlihikta olmasi nedeniyle en cok tercih edifotein miktar tayini yontemidir.
Bu yontemde kullanilan Coomasssie Blue G-250 boyaasit icerisinde
cozildigiinde kirmizi-kahverengi bir renk gmaktadir. Boyanin pozitif yikla
proteinlere bglanmasi ile olgan mavi renk, 595 nm dalga boyunda Odlculerek,
protein miktari tayin edilir (Scopes, 1994).

Belirlenen miktardaki enzim 6rgg distile su ile 800 ul'ye tamamlanir. 200
pnl Coomasssie Blue G-250 boyasi eklenen oOrnekledakika oda sicakiinda
bekletilip, spektrofotometrede protein icermeyeranife kagi 595 nm dalga
boyunda okunur.

Bradford yontemi icin kalibrasyon egrisinin hazirlanmasi

Bradford analizi icin kalibrasyongesinin hazirlanmasinda, Bovin Serum
Albumin (BSA) standart olarak kullaniimaktadir. 530, 0.1 mg/ml seklinde
hazirlanan BSA c¢o6zeltisinden, 20, 40, 60, 80, 10A20 ul ¢ekilip, distile su ile 800
pul'ye tamamlanir ve her bir tipe 200 pl Bradford yém eklenerek,
spektrofotometrede BSA icermeyen blank’eskab95 nm dalga boyunda okunur.
Verilmis BSA konsantrasyonlarina kar elde edilen A595 dgrlerinin
yerlestiriimesi ile olwturulan grafgin  egimi, toplam protein miktarinin
belirlenmesinde kullanilir.
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Tablo 2.1. Bradford kalibrasyorgmsinin hazirlanmasi ve toplam protein miktarinesaplanmasi.

Eklenen
Tdp | BSA (0.1mg/ml) o
_ Distile su
no miktari
Toplam protein miktari:
1 - 800
A595 Egim [ 6rnek hacmi (uh
2 |20 ul (2 ng) 780
3 |40 ul (4 pg) 760
4 |60 ul (6 ng) 740
5 180 ul(8 o) 720
6 |100 ul (10 pg) 700
7 1120 pl (12 pg) 680

2.2.4. SDS-PAGE (Sodyum Dodesil Silfat - Poliakrifait Jel
Elektroforezi) analizi

Saflatirlmasi amaclanan-amilazin molekiler @rhigi, SDS-PAGE analizi
ile ve protein belirtecler kullanilarak tayin edildSDS-PAGE analizinden ayrica,
ilyon desistirme kromatografisinin ardindan elde edilen frgksilardan, molekuiler
elek kolonuna vyiklenecek orneklerin belirlenmesinde molekiler elek
kromatografisinin ardindan, enzim kagna olarak kullanilacak havuzlarin
olusturulmasinda yararlanildi.

Orneklerin hazirlanmasi

SDS-PAGE analizi igin, kolon fraksiyonlarindan 13, (kolon o©ncesi
orneklerden 5 pl ve protein belirteclerinden del@lindi ve yikleme tamponu ile
toplam 20 pl'ye tamamlandi. 5 dakika boyunca kaysada bekletilen 6rnekler,
hazirlanan SDS-PAGE jeline yuklendiler.



Yukleme Tamponu:

- 50 mM Tris-HCI, pH 6.8, % 1 SDS,
-2 mM EDTA,

- % 1B-merkaptoetanol,

- % 10 gliserol,

- % 0,002 Bromofenol blue

Jelin hazirlanmasi
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SDS-PAGE jeli, ayirma ve denn jeli adi verilen Ust Uste iki farkh jel

katmanindan okmaktadir.

Ayirma jeli:

- 750l dH,0

- 3 ml Akrilamit/ Bisakrilamit (30:1)
- 90l %10 APS

- 3750ul 0,75 M Tris HCI, pH 8.8 / % 0.2 SD$

- 64l TEMED

Derisim jeli:

- 1050p! dH,O

- 390l Akrilamit / Bisakrilamit (30:1)
-60ul % 10 APS
- 3ul TEMED

- 1500pl 0,25 M Tris HCI, pH 6.8 / % 0.2 SD$

Ayirma jeli hazirlanarak SDS-PAGE sisteminin carakfdri arasina dokular

ve jelin Uzerine izopropanol (2-propanol) eklenedélz bir ylzey olsumu sglanir.

Ayirma jelinin polimerizasyonunun ardindan, izopmapl uzaklatirilir ve jel ylzeyi

distile su ile yikanir. Degim jeli hazirlanarak, ayirma jeli Uzerine dokulie el

targzl dikkatlice yerlgtirilir. Derisim jelinin polimerlemesi ve kuyucuklarin

olusumunun ardindan, tarak cikartilir ve kuyucuklar BDS-PAGE ydriatme

tamponu ile yikanir.
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Daha 6nceden hazirlangnolan ornekler, bir pipet yardimiyla kuyucuklara
yuklenir ve cam plaklari tayan kaset, 1X SDS-PAGE yuritme tamponu ile
doldurulmy elektroforez tanki icine yedsrilir. Elektroforez slemi, o6rnekler
ayirma jeline gecene kadar 100 V'ta, gectikten 3a200 V’'ta gercekigirilir ve
yukleme tamponundaki Bromofenol Blue ayirma jelimgekana kadar sturduraltr.

Elektroforezin ardindan, denn jeli atilip, ayirma jeli boyama c¢ozeltisinde
calkalanarak bekletilir. Bantlarin boyanmasininiaddn jel, aritma c¢ozeltisinde

bekletilerek, fazla boya giderilir. Jel, kurutmatemi ile kurutularak saklanir.

SDS-PAGE yirutme tamponu:5X stok ¢ozeltisi hazirlanir. 15 g Tris baz,
72 g Glisin ve 5 g SDS, distile su ile 1 litreyen@mlanir.

Boyama c¢ozeltisi:
100 ml % 10 asetik asit
100 ml % 95’lik alkolde ¢ozulmgi% 0,25 Coomassie Blu

[}

Aritma c¢ozeltisi:

% 5 asetik asit

% 50 etanol

2.2.5. Zimogram Analizi

Orneklerin hazirlanmasi

15 pl enzim orng, 15 pl zimogram yukleme tamponu ile birlikte oda
sicaklginda 10 dakika bekletildi. Protein belirteci BolihR.4.’te verildgi sekilde
hazirlandi. Sure bitiminde érnekler ve protein tbedleri zimogram jeline yiklendi.
Jelin hazirlanmasi ve drneklerin ytuklenmesi

Zimogram analizinde kullanilan jellerin hazirlarsnave 6rneklerin
yuklenmesi Bolim 2.2.4.’te anlatilan SDS-PAGE anale aynidir. Farkl olarak
zimogram analizinde ayirma jeli % 0.2 oraninda giziinsasta icermektedir.
Zimogram analizinde elektroforezlemi, 100 volt'ta 18 saat boyunca uygulandi.

Elektroforez sirasinda gasta hidrolizinden kaginmak amaciyla elektroforgemi
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4°C’ ta gerceklgirildi. Elektroforez gleminin ardindan ayirma jeli, distile su ile
yikandiktan sonra geatirme c¢ozeltisi icinde, 37 °C’ ta 3 saat calkalakamkibe
edildi. inkiibasyonun ardindan jel, % 12 TCA c¢ozeltisi icid@edakika bekletilerek
enzimatik reaksiyonun durmasigtandi. Jel ortadan ikiye boltnup, jelin bir tarafi
Lugol ile, diger tarafi ise Bolum 2.2.4.'te anlatilan SDS-PAGEdma ¢ozeltisi ile
boyandi. Bu yontem, Martinez ve arkgdauindan uyarlanmtir (Martinez et al.,
2000).

Yukleme Tamponu:
0,125 M Tris-HCI, pH 6,8
% 20 Gliserol

% 0,04 SDS

% 0,005 Bromophenol Blue
Gelistirme cozeltisi:

6,7 mM NaCl iceren 20 mM sodyum fosfat tamponu,Go®i

2.2.6. Rekombinanta-Amilazin Nitelendirilmesi

Saflastirilan rekombinanti-amilazin biyokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi
amaclyla kapsamli bir nitelendirme gatasi yapildi. Dgsik sicaklik ve pH
degerlerinde gerceklgirilen ilk analizler ile dncelikle, enzimin optinnu reaksiyon
sicaklgl ve pH'si belirlendi. Daha sonra enzimin gdgk sicaklik ve pH
degerlerindeki kararhigl irdelendi. a-Amilaz enzimi c¢eitli metal iyonlari ile
muamele edilerek, bu iyonlarin enzim aktivitesi rirzgeki etkisi belirlendi.
Deterjanlarin enzim Uzerindeki etkisini belirlemekzere; bazi deterjanlarin
varhiginda bir dizi aktivite catmasi gerceklgirildi. Literatiirde yer alan ¢aimalarin
Isiginda, bilinen cstli efektér maddelerinn-amilaz aktivitesi Uzerindeki etkisi test
edildi. Son olarak,a-amilaz kararlilgina etkisi bilinen bir dizi kimyasal madde

kullanilarak, kararhlik ¢cagmalari yapildi.

2.2.6.1. Optimum Reaksiyon Sicakgnin Belirlenmesi

Optimum reaksiyon sicai@inin belirlenmesi samasinda, her bir sicakhk
degeri icin iki set calildi ve reaksiyonlar 27, 37, 47, 57, 67, 77, 87y85.07 °C'ta
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gerceklatirildi. Enzim aktivite testi, Bolim 2.2.2.’de bdiidigi tizere, 6.7 mM NacCl
iceren 20 mM Sodyum fosfat, pH 6.9 tamponu icgin8edakika inkibasyon
sonucunda belirlendi. Busamadan sonra, nitelendirme egaialari kapsaminda
gerceklgtirilen tim aktivite testlerinde, elde edilen optim reaksiyon sicalgi
uygulandi.
2.2.6.2. Optimum Reaksiyon pH’sinin Belirlenmesi

Optimum reaksiyon pH’sinin belirlenmesi amaciyley; bir pH dgeri icin iki
set calgildi ve calsmalar pH 3, 4, 5, 6, 6.5, 7, 7.5, 8, 9, 10, 11 2ed#serlerinde
gerceklatirildi. Daha dnce 87 °C olarak belirlenen optimueaksiyon sicak@inda
gerceklatirilen ve her bir 6érnek icin 20 pl enzim ¢ozeltisi kullanildgl calsmada,
diger parametrelerde @miklik yapilmazken, vyalnizca gasta cozeltisinin
hazirlandgl tamponun pH deerleri degistirildi. Optimum pH calgsmalarinda; 6.7
mM NacCl iceren 20 mM glisin-HCI (pH 3), sodyum asefpH 4, 5 ve 6), sodyum
fosfat (pH 7, 8 ve 9) ve glisin-NaOH (pH 10 velajponlari kullanildi. Optimum
reaksiyon pH’si belirlendikten sonra,gdr nitelendirme cajmalarinda bu deer
kullanildi.

2.2.6.3. Sicaklik Kararliliginin Belirlenmesi

Rekombinanta-amilazin dgisik sicakliklardaki kararlil, iki set halinde
yapilan bir cama ile test edildi. Kontrol 6rriggnin 4 °C’ ta bekletildgi calismada,
77, 82, 87 ve 92 °C’ta gercekteilen kararlilik testlerinde her bir reaksiyonptii
icin 10 pl enzim 6rng kullanildi. 4, 77, 82 ve 87 °C’lardaki enzim kdragi, 5, 15,
30 ve 60'Inci dakikalarda alinan o©rneklerin akavitestine tabi tutulmasi ile
belirlendi. 92 °C’ta gercekigirilen sicaklik kararlilg testinde 5 ve 15’inci dakika
sonunda elde edilen gerler gozetilerek, daha uzun sireli uygulamalariyzgudi.
Kararlilik ve aktivite testlerinde; 6.7 mM NaCl rem 20 mM Sodyum fosfat, pH 6.9

tamponu kullanildi ve enzim aktivitesi 87 °C’tagddendirildi.

2.2.6.4. pH Kararlihiginin Belirlenmesi

Rekombinanti-amilazin dgisik pH deserlerindeki kararli test edildi.iki
set halinde gerceld@rilen calsmada, pH 2.2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 ve 12
degerleri test edildi. 10 pl enzim 6rgieilgili pH tamponu ile 100 pl'ye tamamlandi
ve bu glem tim pH degerleri icin tekrar edildi. 4 °C’'ta belirtilen tamplarda 18 saat
bekletilen ornekler, oda sicagina alinarak, 30 dakika daha bekletildikten so6ra,
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mM NacCl iceren 20 mM sodyum fosfat, pH 6.9 tampdeub00 ul'ye tamamlandi
ve aktivite testine gegildi. Enzim aktivitesi 87 't&Cdegerlendirildi. pH kararlilg
calismalarinda; 6.7 mM NaCl iceren 20 mM glisin-HCI ( @R ve 3 ), sodyum
asetat ( pH 4, 5 ve 6 ), sodyum fosfat ( pH 7, ®yeve glisin-NaOH ( pH 10, 11 ve
12 ) tamponlari kullanildr.
2.2.6.5. Metaliyonlarinin Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Csesitli metal iyonlarinin, a-amilaz aktivitesi Uzerine etkisinin gézlenmesi
amaciyla, ilgili iyonlarin klor ile olgturdugu tuzlara ( KCI, NaCl, Cag| MgCl,,
MnCl,, CuCh, BaCh, CoCh, NiCl,, ZnCh, AICIl3, FeCk ), ek olarak cinko ve
demirin olyturdusu sulfath bilgikler ( ZnSQ, FeSQ ) ve ayrica NAc kullanildi.
6.7 mM NacCl iceren 20 mM sodyum fosfat, pH 6.9 tamp kullanilarak, son
derisimde 1 ve 10 mM metal tuzu icerecedkilde hazirlanan ornekler ile, iki set
halinde cakildi. Her bir tipe 10 ul enzim coézeltisi eklenmésiardindan 5 dakika
oda sicakiiinda (25 °C) bekletilen 6rneklerin aktivitesi 87’ @ dezerlendirildi.
Kontrol olarak, yalnizca enzim igceren, 6.7 mM NaZ),mM Sodyum fosfat, pH 6.9
tamponu kullanildi.
2.2.6.6. Deterjanlarin Enzim Aktivitesi ve Kararlihgi Uzerine Etkisi

Deterjanlarin enzim kararlgi ve aktivitesi Uzerindeki etkisi test edildi.
Her bir test tipline 10 pl enzim ¢ozeltisi konularddaekler 60 dakika boyunca, 37
°C'ta, caitli deterjanlarla muamele edildi. Orneklerin akiigsi 0. ve 60. dakikalarda
87 °C’ta uygulanan test ile belirlendi. Gahalar iki set halinde gercekkgildi ve
SDS (Sodyum Dodesil Siilfat), sodyum deoksikolaitofr X-100, Tween 20 ve
CTAB (setil trimetil amonyum bromid) deterjanlamnd 0.1 ve % 1’'lik degimleri
kullanildi. Kontrol olarak, yalnizca enzim icere®/7 mM NaCl, 20 mM Sodyum
fosfat, pH 6.9 tamponu kullanildi. g8r 6rnekler de ayni tampon iginde hazirlandi.

2.2.6.7. Bazi Efektor Maddelerina-Amilaz Aktivitesi ve Kararlh g1 Uzerine
Etkisi

a-Amilazin ¢aitli kimyasal maddelerle olan gkisinin belirlenmesi amaciyla
bir dizi test yapildi. Kontrol olarak, yalnizca @mziceren, 6.7 mM NaCl, 20 mM
Sodyum fosfat, pH 6.9 tamponu kullanildi. 10 mM EDTEtilen diamin tetra
asetikasit), PMSF (Fenil metil sulfonil florid) vey-ME (Beta merkapto etanol) ya
da 0.5, 1 veya 10 mM DTT (Ditiotreitol) vaginda, 5., 10. ve 30. dakikalarda 37
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°C'ta inkiilbasyonunun ardindan alinan érneklerinvitkteri belirlendi. Ornekler 6.7
mM NaCl, 20 mM sodyum fosfat, pH 6.9 tamponu icitdeirlandi. Aktivite testi 87
°C'ta, 10 pl enzim ¢ozeltisi ile gercektwildi.
2.2.6.8. Csitli Kimyasal Maddelerin Enzim Sicaklik Kararlili g1 Uzerine Etkisi
Bazi kimyasal maddelerin-amilazin sicaklik kararlg Gzerine etkisi test
edildi. Kontrol olarak, yalnizca enzim igeren, &M NaCl, 20 mM sodyum fosfat,
pH 6.9 tamponu kullanildi. Enzim karargl) 6.7 mM NaCl, 20 mM Sodyum fosfat,
pH 6.9 tamponu icinde % 10 veya % 30 Gliserol, d&tilGlikol, DMSO (Dimetil
sulfoksid) ya da 10 mM Ca@leya 5 mM EDTA varkiinda 82 °C’ta test edildi. 30.
ve 60. dakikalarda alinan 6rneklerin aktivitesi°€7ta deserlendirildi. Testler, 10 pl
enzim orngi ile gerceklatirildi.

2.2.7. Poligluteraldehit Polistirendivinil Benzen Matriksi icine

Rekombinant a-Amilaz immobilizasyonu

Poligluterladehit polistirendivinil benzen (PPB) tmigsine immobilizasyon
denemesinde rekombinant hicrelerin sonikasyon iatsiskullanildi. Protein
cOzeltisinin, PPB matriks icinden 0zel bir sistgiardimiyla gecirilmesiyle elde
edilen protein — matriks kompleksi tizerinden ayimeahek kullanilarak, % 1 gasta

gecirildi ve bglanan rekombinani-amilazin aktivitesi dgerlendirildi.

Calsma sirasinda, immobilizasyon matriksi olarak, Ge¥iaksek Teknoloji
Enstitist, Cevre MuhendigliBolumu ile Kimya Bolumu Biyokimya Laboratuvari
tarafindan gegtirilien PPB disk kullanildiimmobilizasyon gleminin ilk asamasi; 25
ml, 6.7 mM NacCl iceren 20 mM sodyum fosfat pH @#nponu, 1.5 ml sonikasyon
Ust sivisi ve % 1 oraninda poli etilen glikol (PE®) 24 saat boyunca
immobilizasyon matriksi igcinden 0Ozel bir sistem @ahg ile geciriimesiyle
gerceklatirildi. Kullanilan sistem, beher icinde tutulanzem ¢dzeltisinin bir devir
daim pompasi aracgyla, disk icinden yukaridansagiya veya sagidan yukariya

geciriimesini sglamaktadir.

ikinci asamada, 25 ml, 6.7 mM NacCl iceren 20 mM sodyum fopfa 6.9
tamponu, % 1 PEG ve % 0.2 PGA (poli gluter aldeihét)karstirilarak, bir dnceki
asamada protein t@anms disk icinden ayni sistem kullanilarak 18 saat lmmgu
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gecirildi. Bu a@amada, kullanilan PGA, enzimin matrikse caprazgldrta

baglanmasini sglamaktadir.

Uclincii aamada, % 1 oraninda ¢ozlnUsasita iceren, 35 ml, 6.7 mM NaCl
iceren, 20 mM sodyum fosfat pH 6.9 tamponu, protematriks kompleksi icinden,
2 saat boyunca 37 °C'ta gecirildi. Bglem ile, b&lanms oldugu distnulen
rekombinant alfa-amilazin aktivitesinin belirlenmé®deflendi. 3, 60 ve 120’inci
dakikalarda alinan ¢érnekler ile birinci ve ikingiaanalarda alinan érneklere standart
aktivite testi uygulandi. Bradford analizleri yadk, toplam protein miktari tahmin
edildi.
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3. BULGULAR
3.1. Bacillus licheniformis ATCC 27811 Kokenli

Rekombinant a-Amilazin, amy-pUC19-Bacillus subtilis
Hucrelerinde Uretimi ve Saflastiriimasi

3.1.1. Rekombinant amy-pUC19-Bacillus subtilis Hdcrelerinin
Uretimi

Optimum hicre buylumesi ve enzim aktivitesi dgerlerinin belirlenmesi

Optimum hicre buydmesi ve enzim aktivitesigelderinin belirlenmesi
amaclyla yapilan ¢ainada; son konsantrasyonu 100 pg/ml olaekiide ampisilin

iceren 165 ml LB besi yeri, 6n kiltirde buyutuleakombinanto-amilaz Ureticisi

amypUC19- B. subtilishicreleri ile aslandi ve 30 °C’ta, 170 rpm’de c¢alkalanarak

biyumeye birakildi. A600 geri 0,6-0,8 arafiina ulgtiginda uyarilan htcrelerden,

cesitli saatlerde alinan drneklerde hiicre bliyimesiekembinanti-amilaz aktivitesi
degerlendirildi. Hlcre y@unlugu ile enzim aktivitesinin birbirine paralel bir sey
izledigi gozlendi ve en iyi buyume / enzim aktivitesigdderine, IPTG ile uyarimi
izleyen 26. saatte uedigl belirlendi.

|—=— OD600 —— Aktivite
6 13
- 12
5 Tu
- 10
+9
4+ L
18
g +7
83 i
¢ 16
+5
2+ I
T4
13
10 +2
T1
0 T T T T T T f T T [0}
3 6 20 26 44 51 68 75

Zaman (saat)

Sekil 3.1.:amypUC19B. subtilissoyunda buylimegeisi ve enzim aktivitesi.

Aktivite (pumol maltoz dak-1 ml-:
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3.1.2. Rekombinant a-Amilazin, amy-pUC19-Bacillus subtilis
Hicrelerinden Saflastiriimasi

Rekombinanta-amilaz, amonyum sulfat ¢oktirmesi, Q-sefaroz Fioan
degistirici kromatografisi ve Sefakril S200 HR molekiler eletorkatografisinin

birlikte kullanildig bir sistemle kismen saffarildi.

Tum saflgtirma basamaklarinda alinan drnekler ile yapilaadBrd ve
aktivite testleri ile elde edilen sonuglar, enziktiatesi, toplam enzim aktivitesi,
protein konsantrasyonu, toplam protein miktari, sffje aktivite ve saflgtirma

verimi dezerleri hesaplanarak bir tablo halinde sunuldu (d&bl.)

Bolum 2.2.1.2.’de anlatilgh sekilde dretilen amypUC19B. subtilis
hiicreleri sonike edildi. Sonikasyon ile elde editeutiin protein miktari Bradford
testi ile belirlendi ve protein konsantrasyonu mg/ml bulundu. Rekombinant-
amilazin spesifik aktivitesi 2.8 U/mg olarak bedmtdi. Sonikasyon ile elde edilen
Ozut santrift) edildi ve okan Ust sivi ve ¢Okelekten Bradford ve aktivite lezst
yapildi. Buna gore, sonikasyon (st sivisinin prot@nsantrasyonu 2.5 mg/ml ve

sonikasyon ¢okef@gninki 2.8 mg/ml olarak bulundu.

Ribonukleer proteinlerin ve ribonukleotitlerin cdkiilerek
uzaklgtirnimasinin amaclangh streptomisin sulfat ¢oktirmesi sonucunda eldéeadi
ust sividaki protein konsantrasyonu, 1.44 mg/mkonebinanta-amilazin spesifik

aktivitesi ise; 10.19 U/mg olarak belirlendi.

% 40 amonyum silfat ¢oktirmesi sonucunda eldeeedikt sividaki protein
miktari 1.34 mg/ml, rekombinawntamilaz i¢in spesifik aktivite ise 8.74 U/mg olarak
belirlendi. Bu gamada elde edilen ¢Okgla protein konsantrasyonu ve spesifik
aktivitesi sirasiyla, 0.25 mg/ml ve 3.39 U/mg véasairma verimi; % 88.9 bulundu.

% 70 amonyum sitilfat ¢coktirmesinin ardindan elderdiokelekten yapilan
Bradford ve aktivite testleri sonucunda; proteinngantrasyonu 17.34 mg/ml,
spesifik aktivite 11.07 U/mg ve busamadaki, safirma verimi % 38.4 olarak
belirlendi.

Diyaliz, santrifij ve filtrasyon siemlerinin ardindan elde edilen Ggne
protein konsantrasyonu, 15,78 mg/ml ve spesifikiviaksi, 5.63 U/mg olarak
belirlendi.
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Q-sefaroz anyon dsstirici kolon kromatografisinin ardindan, elde edile
fraksiyonlar birlgtirildi. 33.2 ml hacmindeki bu drnekte protein kansrasyonu 0.18
mg/ml, spesifik aktivite 208.38 U/mg ve satiama verimi % 24.7 bulundu. Q-
sefaroz kolon kromatografisinin ardindan konsan&@iyaliz edilen 6érngn protein

konsantrasyonu, 4.27 mg/ml ve spesifik aktivit@8il U/mg olarak belirlendi.

Sefakril molekiler elek kolon kromatografisi iléde edilen fraksiyonlar,
SDS-PAGE profillerine ve alinas-amilaz aktivite dgerlerine gére 3 ayri havuzda
toplandi. Nitelendirme caimalarinin gercekkgirildi gi havuz 1 ile yapilan Bradford
ve aktivite analizleri sonucunda, protein konsayoau, 0.1 mg/ml, toplam protein
miktari 0.4 mg, spesifik aktivite 1808.4 U/mg, var®o 13.4 ve saflana orani 653.5

olarak belirlendi. Yukarida verilen gerler Tablo 3.1'de 6zetlenmektedir.

Tablo 3.1. Rekombinant-amilazi saflgtirma tablos

Spesifik

Hacim Aktivite Konsantrasyon aktivite Saflastirma
imi (©
(ml) ( U/ml/dak) (mg/ml) (U/mg) verimi (%)
Sonikasyon toplam 372 13,42 4,85 2,77 100
Sonikasyon Ust sivi 346 9,29 2,47 3,77 64,37
Zt\;g’tom's'” ust 350 14,69 1,44 10,19 102,97
%40 A. sulfat ust 380 11,69 1,34 8,74 88,95
sIvisI
%70 A. slfat 410 191,92 17,34 11,07 38,44
peleti
Q- sefaroz havuz 33.2 37,15 0,18 208,38 24,70
Sefakril M.E.K 3.80 176,23 0,10 1808,41 13,41

3.1.3. SDS-PAGE ve a-Amilaz Aktivite Testi ile Kolon

Fraksiyonlarinin Segimi

Iyon desistirme kromatografisinin ardindan elde edilen frgksilardan,
molekiler elek kromatografisi kolonuna yuklenecekeklerin belirlenmesinde ve
molekuler elek kromatografisinin ardindan, enzimyria olarak kullanilacak
havuzlarin olgturulmasinda SDS-PAGE analizi ver-amilaz aktivite testi

sonugclarindan yararlanildi.

* Q-sefaroz kromatografisi ile elde edilen fraksiyamh A280 ve aktivite
degerleri Sekil 3.2' de; SDS-PAGE profille$ekil 3.3’ de sunuldu. Yuksek
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a-amilaz aktivitesi gosteren ve goreceli saf 20 -fadksiyonlar birlgtirilerek
bir sonraki gama igin hazirlandi.

50 -

—&— Aktivite —ill— A280

m

45
40
35
30

257

A280

Aktivite (U/ml/dak)

20 ]
151

10 1

0 10 20 30 40 50 60 70 80

Fraksiyon Numarasi

Sekil 3.2. Q-sefaroz kromatografisi fraksiyonlarirkarsi cizilen a-amilaz
aktivitesi ve A280 absorbans gegfi

| Ll
m

Jel A Jel B
Sekil 3.3. Q-sefaroz anyon gigtirme kromatografisi fraksiyonlari ile yapilan SIPRGE analiziJel
A: Kuyular; 2: kolon 6ncesi 6rneld: frk. 19,5: frk. 21, 6: Protein belirtecif: frk.
23,8: frk. 25,9: frk. 27,10: frk. 29. Jel B: Kuyular, 1: frk. 31,2: frk. 33,3: frk. 35,
4: Protein belirtecip: frk. 37,6: frk. 39:7: frk. 41, 8: frk. 43, 10: frk. 80. ( frk:

fraksiyon )
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( Protein belirteci: karbonik anhidraz: 29, ovalboni5, Bovin Serum Albumin: 66,
Fosforilaz b: 97.4B-galaktosidaz: 116, miyozin: 205 kDa )

Q-sefaroz FF anyon dmtirici kolonunun 20 — 41. fraksiyonlari, Bolim
4.1.’de belirtilen glemlerin ardindan sefakril S-200 HR molekuler elekonuna
yuklendi. Sefakril S-200 HR molekuler elek kromatafsi fraksiyonlarinin A280 ve
a-amilaz aktivite dgerleri Sekil 3.4'de, SDS-PAGE profilgekil 3.5.’de verildi. Bu
sonuglar birlikte dgerlendirilerek 3 farkli havuz ofturuldu.

o Sefakril havuz 1: 39 — 45. fraksiyonlar
o Sefakril havuz 2: 28 — 38. fraksiyonlar

o Sefakril havuz 3: 46 — 48. fraksiyonlar

160 -

—&— Aktivite —ill— A280

140+
120+
100+

80+

Aktivite (U/ml/dak)

60 +
40+

20+

0 10 20 30 40 50 60 70 80

Fraksiyon Numaralari

Sekil 3.4. Sefakril S-200 HR molekiler elek kromatfesi fraksiyonlarina
karsi gizilena-amilaz aktivitesi ve A280 grafi.
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Jel A
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4 (4

78 1 2 3 4 5 6 7 8
9 10
Jel B
Sekil 3.5. Sefakrii S-200 HR molekiler elek

kromatografisinin ardindan secilen fraksiyonlarlapyan
SDS-PAGE analiziJel A: Kuyular, 1: Kolon éncesi2: frk.
14, 3: frk. 16, 4: Protein belirtecip: frk. 18,6: frk. 20,7:
frk. 22,8: 24.9: frk: 26, 10: frk. 28.Jel B: Kuyular, 1: frk.
30, 2: frk. 32, 3: frk. 34, 4: frk. 36, 5: frk. 38,6: Protein
belirteci, 7: frk. 40, 8: 42. 9: frk. 44, 10: frk. 46. Jel C:
Kuyular, 1: frk. 48,2: frk. 50, 3: frk. 52,4: 54,5: frk. 56, 6:
frk. 58, 7: Protein belirteci ( karbonik anhidraz:

ovalbumin: 45, Bovin Serum Albumin: 66, Fosforildz

29,

97.4,3-galaktosidaz: 116, miyozin: 205 kDa )

3.1.4. SDS-PAGE Analizi ile Molekuler A&irlik Tayini

Kismen saflgtirilan rekombinant-amilazin molekiler @rligi, SDS-PAGE
analizi ile ve protein belirtecler kullanilarak,kjasik 55 kDa olarak tahmin edildi.
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205 3D -

116 Dy ———%
9T4kDA G5 uDa—s w—
— — 55 kDa

45 kD4 —

29kDa ——»

Sekil 3.6. Rekombinanta-amilazin molekiler @rliginin SDS-PAGE ile

belirlenmesi. Kuyu 1: Protein belirteci ( karbomikhidraz: 29, ovalbumin: 45, Bovin
Serum Albumin: 66, Fosforilaz b: 97.8;galaktosidaz: 116, miyozin: 205 kDa ),
Kuyu 2: Sefakril jel B, fraksiyon 40
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3.1.5. Zimogram Analizi ile Rekombinant a-Amilaz Aktivitesinin

Belirlenmesi

% 0.2 oraninda gasta iceren SDS-PAGE analizi (Zimogram) ile eldieed
sonugclarsekil 3.7.’de verildi. Zimogram analizinde (Jel Bgkombinanta-amilazin
nisastay! hidroliz ederek bir yol afturdusu gézlendi. Enzimatik aktivite sonucu
nisastanin hidroliz edilgg bolge, jelin ligol ile boyanmasinin ardindan gankte
gOzlendi §ekil 3.7. Jel B, Kuyu 1).

-
S
= s

- S5kDu

e ™ =,

1 2 1
Jel A Jel B

Sekil 3.7. Rekombinani-amilazin zimogram analizi. Jel A, Kuyu 1: Molekiile
agirhk belirtecleri ( karbonik anhidraz: 29, ovalhnin: 45, Bovin Serum Albumin:
66, Fosforilaz b: 97.43-galaktosidaz: 116, miyozin: 205 kDa ). Kuyu 2: faékil S-
200 HR Kolon Kromotografisi, havuz 2, Jel B, Kuyu Sekfakril Kolon
Kromotografisi, havuz 2.
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3.2. Rekombinanta-Amilazin Nitelendirilmesi

3.2.1. Optimum Reaksiyon Sicakfi

Kismen saflgtirillan rekombinanti-amilazin optimum reaksiyon sicakinin
belirlenmesi amaciyla, 27, 37, 47, 57, 67, 77,%7ye 107 °C’larda aktivite testleri
yapildi. Enzimin optimum aktivite sicagli 87°C olarak belirlendi ve ger
nitelendirme cabmalarindaki aktivite testleri icin bu ger kullanildi. 27 - 87 °C
aralginda arty gosteren enzim aktivitesi, 87 — 107 °C analda digmektedir.
Rekombinanta-amilazin 27 °C'taki aktivitesi 100,5 U, 87 °C’ tain 257,2 U ve
107 °C'ta 229,9 U olarak bulund§€kil 3.8).

300,0

250,0 4

200,0 4

150,0 A

Aktivite ( U/dk/ml)

100,0 4

50,0 A

0,0 : : : : : : : : : : :
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
Sicaklik ()

Sekil 3.8. Rekombinant-amilazin optimum sicaklik grdfi. y ekseni: Enzim
aktivitesi (U/dakika/ml), x ekseni: Reaksiyon sikhlari.

3.2.2 Optimum Reaksiyon pH’si

Rekombinant o-amilazin farklh pH dgerlerinde g0stergi aktivite
degerlerinin belirlenmesi amaciyla bir dizi aktivitealgmasi gerceklgirildi. Bu
calismalar siginda, saflgtirilan rekombinanta-amilazin optimum reaksiyon pH
degerinin 6.5-7.0 araggnda old@gu saptandi. Enzim aktiviteleri, pH 3, 4, 5, 6, &5,
7.5, 8, 9, 10, 11 ve 12 gerlerinde irdelendi. pH 3'te hi¢bir enzim aktivites
gozlenmezken, en iyi aktivite gerlerine pH 6.5-7.0 arginda ulaildi. pH 7.0’ dan
sonra azalan enzim aktivitesi, pH 12’de 0 olaralkleedi. Optimum pH gratfii, pH
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7.0'daki deer % 100 kabul edilerek ve ghr sonuglarin goéreceli derleri
kullanilarak cizildi Sekil 3.9).

140,0 1

120,0 1

i
® o
o o
<) <)

Rolatif aktivite (%)
3
o

40,0 1

20,0 1

0,0
13

Sekil 3.9. Rekombinantu-amilazin optimum pH grafi. y ekseni: Rolatif

aktivite (%), x ekseni: Reaksiyon pH’lari.
3.2.3. Sicaklik Kararlihgi

Rekombinanti-amilazin farkh sicaklik dgerlerindeki kararli gézlendi. 60
dakika boyunca 77, 82, 87 ve 92 °C’ta bekletilenedrtiplerinden, 5, 15, 30 ve
60’'Inc1 dakikalarda alinan orneklerle aktivite tegpildi. Elde edilen sonuclarin
4 °C'ta bekletilen kontrol orrgnden ayni surelerde elde edilen sonuglar ile
karsilastiriimasi ile (%) kalan aktivite gerleri hesaplandi. Buna gore, 5, 15, 30 ve
60’inci dakikalar icin elde edilen (%) kalan akte/degerleri sirasiyla; 77 °C igin, %
98, 93.6, 97.8 ve 97.8; 82 °C i¢in, % 74.5, 76&58 ve 8.5; 87 °C i¢in, 5, 15 ve 30.
dakikalarda % 61.9, 19.7 ve 0; 92 °C icin ise, Sl8edakikalarda % 59 ve 0O olarak

belirlendi.
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140
——77<
120 - ——-82<C
—4&—87 <C

100 —-—92C
80 | W
A

60 -

Kalan aktivite (%)

40 -

20

0 10 20 30 40 50 60 70
Sire (dakika)
Sekil 3.10. Rekombinant-amilazin sicaklik kararlgn grafigi. y ekseni: Kalan
aktivite (%), x ekseni: Sure (dakika).

3.2.4. pH Kararlih g

Rekombinanta-amilazin farkh pH dgerlerindeki kararlilg test edildi. Bu
amagcla, yontem kisminda anlatgdsekliyle; pH 2.2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 ve 12
degerlerinde bekletilen rekombinani-amilaz enziminin 18. saat sonundaki pH
kararhliklar yapilan aktivite testi ile belirlendRekombinanta-amilazin, pH 7-12
aralginda kararli oldgu gozlendi. pH 7.0’ de elde edilengge % 100 kabul edilerek,
rolatif aktivite degerleri hesaplandi. Buna gére rekombinafgmilazin pH 7.0 — 12
aralgindaki rolatif aktivitesi % 96 — 100, pH 5.0 ve '@l&ki rolatif aktivitesi
sirasiyla; % 81.3 ve % 90 olarak belirlendi. pH dderinde % 48.5 olan rolatif
aktivite, pH 2.2 ve 3.0 dgerlerinde sirasiyla, % 0.4 ve 7.5 bulun§ekil 3.11).
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Sekil 3.11. Rekombinan&-amilazin pH kararligi grafigi. y ekseni: Rolatif
aktivite (%), x ekseni: pH.

3.2.5. Metaliyonlarinin Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Tablo 3.2.’de belirtilen tek, iki ve Uc gerlikli metal iyonlarinin klor ve
silfat tuzlari ile amonyum asetatin rekombina@milaz aktivitesi tzerindeki etkisi
test edildi. Rekombinant-amilazin adi gecen iyonlar ile muamele edilmesinin
ardindan, yalnizca enzim iceren kontrol ¢ozeltisydeeceli kalan aktivite gerleri
(%) hesaplandi. Bu sonuclagiginda cizilen grafik dgerlendirilerek, inhibitor/
aktivator etkisi olan veya herhangi bir etki gosteyen metal iyonlari belirlendi. 1
ve 10 mM degimlerinde K, Ba? ve NHAc'In, a-amilaz aktivitesini hafifce
arttirdiklari gozlendi. C& Mg™, Mn™ ve Nd'un 1 ve 10 mM degimlerde
rekombinanii-amilaz aktivitesinde 6nemli bir @sikli ge neden olmag belirlendi.
Agir metallerden AP, Co Ni*? ve Fef (FeCk)in 1 mM dersimde enzim

.....

Fe"™>n sulfat tuzu, Ctf ve Zri?nun enzim aktivitesini 1 mM deiimde etkili bir

.....

Uzerine etkisi; Tablo 3.2 vgekil 3.12'de sunuldu.



Tablo 3.2. Gdli metal iyonlari ve NHAc'In rekombinanta-amilaz aktivitesi tzerine etkisi. Belirtilen siifguzlarinin

disinda, dger metallerin klor tuzlari kullanilngtir. Degerler (%) kalan aktivite cinsindendir.

ca”? Mg Mn? K" Nat Ba? Co? NHAc FeCkh Cu? 2zZn*(znsSO) AlI™® Ni*? zn*? Fe®(FeSQ)
imM 952 842 971 1189 90,6 1265 1085 1152 109,8.,0 4 58,7 126,4 123,2 86,1 72,2
10mM 84,1 90,6 90,4 1225 982 1181 69,4 1191 0 4,4 7 37 67 11 511 4,7
01 mM B10 mM
160,0
140,0 A
120,0 4 [ ]
e __
;: 100,0
s
% 80,0 4
s
E 60,0 1
40,0 4
20,0
0,0
CacCl2 MgCI2 MnCI2 KCI NaCl BaCl2 CoClI2 NH4Ac FeSO4 CuClI2 ZnS0O4 AICI3 NiCI2 ZnCI2 FeCI3

Uygulanan metal iyonlarinin tuzlari ve NH4Ac

Sekil 3.12. Ceitli metal iyonlari ve NHAc'In rekombinanta-amilaz aktivitesi tzerine etkisi. Belirtilen stifauzlarinin

disinda, dger metallerin klor tuzlari kullanilngtir. Degerler (%) kalan aktivite cinsindendir.

60
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3.2.6. Deterjanlarin Enzim Aktivitesi ve Kararlili g1 Uzerine Etkisi

Yuzey aktif 6zellgi bilinen ¢aitli deterjanlar ile enzim kararlg ve aktivite
calismasi yapildi. Tium deterjanlarin, % 0.1 ve % 21'lilonkantrasyonlarinin
kullanildigi ve 37 °C’ta gercekigirilen calsmada, 0. ve 60. dakikalarda alinan
orneklere a-amilaz aktivite testi uygulandi ve yalnizca enzigeren kontrol
ornezinin aktivitesine goreceli, % kalan aktivite @#leri hesaplandi. Elde edilen
sonuglara gore; SDS’in rekombinartimilaz kararlilginda kayda dger bir etkisinin
olmadgl gozlendi. Sodyum deoksikolatin her iki dgeride rekombinanti-amilaz
enzim aktivitesini hafifce arttirgh gozlendi. Triton X 100’Un (izooktilfenoksi-
polietoksietanol) % 0.1'lik konsantrasyonunun khh&ta 6nemli bir etkiye sahip
olmamasina kam, % 1’lik konsantrasyonunun enzim karagu hafifce arttircgi
belirlendi. Tween 20'nin (Polioksietilen sorbitan onolaurat) % 0.1'lik
konsantrasyonunun enzim karagihda etkili olmamasina kan, % 1'lik
konsantrasyonunun bir saat sonra alinan ornektarlkan, % 76.2'ye dgurdigi
gozlendi. Son olarak, CTAB (setil trimetil amonyulbnomid)’'in ilk dakikalarda
gozlenen etkisinin enzim kararfilni azaltma yoninde oldu, ancak bir saatlik

inkilbasyonun sonunda bu etkinin ayni glcte olgnduklirlendi.

Tablo 3.3. Gitli deterjanlarin enzim kararlgi ve aktivitesi Uzerine etkisi ( (%) kalan aktiyite

0. dakika 60. dakika

% 0,1 SDS 99,2 95,4
% 1 SDS 94,6 92,8
% 0,1 Sodyum deoksikolat ~ 110,1 115,9
% 1 Sodyum deoksikolat 109,4 111,8
% 0,1 Triton X 100 98,6 112,9
% 1 Triton X 100 104,0 109,0
% 0,1 Tween 20 99,7 100,2
% 1 Tween 20 100,4 76,2
% 0,1 CTAB 69,5 90,0

% 1 CTAB 76,8 93,6
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Sekil 3.13. Ceitli deterjanlarin enzim kararlgi ve aktivitesi tizerine etkisi. @erler (%) kalan aktivite cinsindendir.
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3.2.7. Bazi Efektor Maddelerin Rekombinanta-Amilaz Aktivitesi ve
Kararhl g Uzerine Etkisi

Cssitli kimyasal maddelerin rekombinanti-amilaz Gzerindeki etkisinin
belirlenmesi amaciyla bir dizi test yapildi. 37&’tTablo 3.5.'de belirtilen
maddelerin varfiinda gercekigirilen calsmada, 5, 15. ve 30'uncu dakikalarda
alinan orneklerde, 87 °C’taki enzim aktivitesigddendirildi. Yalnizca enzim igceren
kontrol orngine goreceli % kalan aktivite derleri hesaplandi. Elde edilen
sonugclara gore, 10 mM EDTA (Etilen diamin tetraté&sesit)’'nin, enzim aktivitesi ve
kararliligini irdelenen tim surelerde d@iidist (5, 15 ve 30'uncu dakikalar igin
sirasiyla, % 34.4, 30.6, 19.3) gozlendi. PMSF (Femetil sulfonil florid)’in 10
mM’lik konsantrasyonunun, enzim karaghlive aktivitesini hafifce arttirg (tim
surelerde ~ % 119) @ ME (Beta merkapto etanol)’in enzim aktivitesini, yinentl
surelerde, birbirine yakin derlerde (~ % 170) arttirgh belirlendi. 0.5 ve 1 mM
konsantrasyonlardaki DTT (Ditiotreitol)’'nin, enziraktivitesini benzer oranlarda
arttirdgl gozlenirken, 10 mM DTT'nin aktiviteyi, 30. dakikaonunda % 170
arttirdg saptandi.

Tablo 3.4. Bazi efektdr maddelerin rekombina-amilaz  aktivitesi ve

kararhhgl Gzerine etkisi. Dgerler (%) kalan aktivite cinsindendir.

5. dakika 10. dakika 30. dakika

10 mM EDTA 34,4 30,6 19,3

10 mM PMSF 116,4 115,6 119,0
10 mM B-ME 171,2 173,9 168,5
0.5mM DTT 127,0 109,5 118,2
1 mMDTT 124,2 118,4 126,9

10 mM DTT 150,2 136,9 174,2
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Sekil 3.14. Bazi efektor maddelerin rekombinastamilaz aktivitesi ve
kararhhgi Gzerine etkisi. Dgerler (%) kalan aktivite cinsindendir.

3.2.8. Caitli Kimyasal Maddelerin Enzim Sicakhk Kararlil g
Uzerine Etkisi

Bazi kimyasal maddelerin rekombinantimilazin sicaklik kararlgr tGzerine
etkisi test edildi. Tablo 3.5’ te belirtilen kimyatarin varlginda 82 °C’ ta bekletilen
orneklere, 30. ve 60. dakikalarda aktivite testyulpndi. % 10 Gliserol vaginda
yapilan testlerde enzim aktivitesi (% kalan aké&y;it30. dakika icin % 136 ve 60.
dakika icin % 290 oraninda; % 30 gliserol icin 188, ve 60. dakikalarda sirasiyla,
% 108.8 ve 232.3 oraninda artti. % 30 Etilen Glikatligindaki, aktivite % 10
derisimde olana goreceli ¢cok daha belirgin bir azalmatg@i. DMSO (Dimetil
sulfoksid) ile yapilan caimalarda oldukca ilging sonuclar elde edildi. % 1W$D0,
enzim kararllgini 60. dakikanin sonunda, % 581.2 ye cikartirk¥n30 DMSO
enzim kararhlgini yine ayni sirenin sonunda % 7’lere kadaguddi. 5 mM EDTA
varhginda 30 ve 60 dakika bekletilen 6rneklerde enzitivai&si hemen butinuyle
kaybedildi.

Yapilan testlerde, 10 mM’lik dgimdeki C&* un o-amilaz aktivite testinde
kullanilan 6,7 mM NaCl, 20mM sodyum fosfat tampodancokelti olgturdusu
gozlendi. Elde edilen verilerin glakli olmayaca& distinulerek dgerlendiriimeye

alinmadi.
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Tablo 3.5. Gali kimyasal maddelerin enzimin sicakhik karagiliGzerine

etkisi. Dezerler (%) kalan aktivite cinsindendir.

30. dakika 60. dakika

% 10 Gliserol 136,1 289,9
% 30 Gliserol 108,8 232,3
% 10 Etilen Glukol 65,7 60,4
% 30 Etilen Glukol 15,4 1,7
% 10 DMSO 198,8 581,2
% 30 DMSO 12,7 7,0
5 mM EDTA 0,9 0,0

700,0

O 30. dakika

60007 @ 60. dakika

500,0
g
g 400,0
%
%= 300,0 4
3
0
x

200,0

100,0 +

0,0 |:. | s I, oy S
%10 gliserol %30 gliserol %10 etilen glikol %30 etilen glikol %10 dmso %30 dmso 5mM EDTA

Sekil 3.15. Ceitli kimyasal maddelerin enzimin sicaklik karagilitzerine

etkisi. Dezerler (%) kalan aktivite cinsindendir.
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3.2.9. Poligluteraldehit Polistirendivinil Benzen Matriksi icine

Rekombinant a-Amilaz immobilizasyonu

Immobilizasyon diski icinden gegirilen érnekler Bradford ve alfa-amilaz

aktivite testi yapildi.

Elde edilen toplam protein miktarlari galendirildi. immobilizasyon 6ncesi
ornesin toplam protein miktari, 3.16 mg olarak belirlentl. ve 2. gamalarda elde
edilen coOzeltilerde yapilan Bradford analizleri som hesaplanan toplam protein
miktarlari sirasiyla, 1.26 ve 1.28 mg bulundu. Byiae diske bganan protein

miktarinin balangicta var olanin yakj&k % 19’u old@gu sonucuna varildi.

Immobilizasyon o6ncesi ¢érnek ile 1. ve 2. kuvvetlemdi orneklerine,
cOzeltilerde kalan rekombinant alfa-amilaz aktisiten belirlenmesi amaciyla,
standarta-amilaz aktivite testi uygulandimmobilizasyon 6ncesi 6rgan aktivitesi
~10 umol maltoz/ml/dk. olarak belirlenirken, 1. ve 2.\ketlendirme 6rneklerinin

aktivite deerleri sirasiyla, 1.1 ve 0.4imol maltoz/ml/dk bulundu.

Matriks icinden gecirilen % 1 gasta 6rngine 6nce dgrudan, ve ¢ozeltiye
gecebilecek rekombinant-amilazin aktivitesini belirlemek amaciyla ayrigikiibe
edildikten sonra standaatamilaz aktivite testi uygulandi. Elde edilen sdaudu iki

degerin ¢cok yakin oldgunu gdsterdi (sirasiyla 12.7 ve 12u80l maltoz/ml/dakika).
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4. TARTISMA VE SONUC

a-Amilazlar (o-1,4-glukan-4-glukanhidrolaz; EC 3.2.1.1) kalsiytagyan ve
endo-amilazlar enzim ailesine Uye bir enzim grulbudindo-amilazlar gasta ve
benzer yapidaki karbohidratlardakD-(1-4) glikozidik b&larini kiraraka-anomerik
konfigrasyona sahip urtnler gturan enzimlerdir (Kandra, 2003yx-Amilazlarin
ana substratini gasta ve benzer yapidaki polisakkaritler stdlumaktadir (van der
Maarel et al., 2002).

a-Amilazlar, bircok canli turinden elde edilebildiki halde, en verimli
olarak kullanilabilena-amilaz kaynaklarini, bakteriler ve arkea gplumaktadir.
Enzimlerin daha ¢ok mikrobiyal kaynaklardan elddreesinin temel nedeni; kolay,
hizli ve ekonomik olarak dretilmeleri, enzimlerinkmoorganizmalardan kolaylikla
elde edilmesi ve gdli uygulama ve dgisikliklerle, istenen 0zelliklere sahip
enzimlerin dretilmesidir (Gupta et al., 2003; Kwak al., 1998).a-Amilazlarin
kullanildig! birgcok endustriyel surecte sicaldi dayanikli enzimler gereksinilmekte,
enzim kayngl olarak daha cok, 80 °C ve Ustl sicakliklardgayan, sicak sever
organizmalar tercih edilmektedir (Kwak et al., 1R98Amilazlarin kullanildiklari
baslica endustriyel sireclerden biri olan glukoz vekfoz suruplarn Uretiminde,
jelatinizasyon (100-110 °C) ve siwtama (80-90 °C) samalari, yuksek sicaklik
gerektiren uygulamalardir. Gegmyillarda, Bacillus stearothermophilus, Bacillus
acidocaldarius, Thermuspp, Pyrococcus furiosuse Pyrococcus woesgjibi, 100
°C ve Ustu sicakliklarda cghin a-amilazlar treten organizmalarin izolasyonu ve
uretimi  gerceklgtirildi  (Sidhu et al., 1998). Dgal sicak sever olan bu
mikroorganizmalarin enzim Uretkenliklerinin @ik olmasi ve blyime / enzim
dretimi icin daha fazla enerji kullanimina nedenarol yiksek sicakliklarda
uretilmeleri gerekgiinden, gunimuizde bu mikroorganizmalarin sahip dhduk
genler; ihmlh sicakliklarda yayan ve kolay uretilen organizmalara aktariimakta,
a-amilaz enzimi bu organizmalarda Uretilerek sgftdmaktadir (Sidhu et al., 1998).
Bu tir klonlama ve ekspresyon gatalarinda daha cok, genetik ve fizyolojik
Ozellikleri bilinen organizmalar kullaniimakta vekiskla tercih edilen organizmalar
arasindaB. subtilisve E. coli yer almaktadir (Jorgensen et al., 1997; Huand.get a
2002; Sidhu et al., 1998). Genetik muhendistieki gelsmelerle birlikte,Bacillus
subtilis, enzim genegi ve molekuler biyoloji cakmalari icin vazgecilmez bir konak

halini almstir. B. subtilisin avantajlari arasinda, hizli ve kolay biyiumegiksek
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enzim dretim kapasitesi, patojen olmamasi (GRASnheBaly Regarded As Safe)
sayllabilir (Huang et al., 2002).

B. licheniformisa-amilaz geni dncelikle Ortlepp ve ark. tarafindab(2
soyundan hareket edilerek, pSA33 vektoru Uzerirenlathmg (Ortlepp ve ark.,
1983), 5’ nukleotid dizisi Stephens ve ark. tardéin, B. amyloliquefaciengeni ile
karsilastirilarak irdelenmgtir (Stephens ve ark., 1984).

Bu tez cakmasindajssever-Oztirk ve ark. (2002) tarafindanlicheniformis
ATCC 27811 soyunun genomik DNA’sI Uzerinden PCRci@ ile klonlanana-
amilaz genini tgyan amy-pUC 1®B. subtilis hicreleri biyolojik kaynak olarak
kullaniimistir. B. licheniformisATCC 27811 soyw-amilaz geni daha sonra Rivera
ve ark. (2003) tarafindan PCR ilegadtilarak, pET3a vektort Uzerine klonlargne
gerceklgtirilen yonlendirilmg mutagenez calmasi ile elde edilen mutantlarin
sicakhk kararhlgl ve transglikozilasyon testleri, yaban tipi rekan#mt enzime
paralel olarak yapilngtir (Rivera ve ark., 2003).

Konak organizmalarin ve-amilazlarin tretim verimlilikleri, besi yeri iceyii
ve cevresel unsurlar ile §audan bglantihdir. Besi yeri bilgimi, pH, osmotik basing,
havalandirma orani, sicaklik ve bulkeontroll, optimum hicre bliyumesi ve enzim

dretimini sglayan balica etkenler arasindadir (Pandey et al., 2000).

a-Amilaz Uretmek amaciyla gerceklgilen calsmalarda, besi yerlerinde
organik azot kaynaklari kullaniimaktadir (Guptaatt, 2003). Tez caimasinda,
kullanilan besi yeri icinde 10 g/l oraninda buluMdaya ozutiBacillussp. IMD 435
ve Bacillus sp. 434 soylarinin Uretiminde de kullangtm (Hamilton et al., 1999;
Hamilton et al. 1999). Tez catnasinda kullanilan besi yerininggir bilesenlerinden
olan, beef 6zutl ve peptonun, bircok bakteri soyuiitetiminde kullanildii rapor
edilmistir (Gupta et al., 2003).

Sicaklik ve calkalama, hicre buyumesi wemilaz Uretimini dgrudan
etkileyen etmenler arasindadir. (Gupta et al., 200@z calmasi kapsaminda
yapilan 6n analizlerden sonra, rekombinantypUC19Bacillus subtilishicreleri
IPTG ile uyarimin ardindan 26 saat boyunca ve 3@°C70 rpm’de calkalanarak
blayutulmtur. Uguru ve arkaddar tarafindan gercelgerilen ve sicaklik kararlifii
olana-amilazin,Bacillus subtiligen saflgtirildigi benzer bir cagmada, hicreler, 18
saat boyunca, 30 °C’ta, 220 rpm’de calkalanarakihilgnGsttr (Uguru et al., 1997).
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Mamo ve Gessesse’nin, Etiyopya'daki bir sicak swnkgndan izole edilen
Bacillus sp. WN11 soyu ile gerceklerdigi bir calismada, hicreler 65 °C'ta 18 saat
boyunca calkalanarak buyutilgtir (Mamo and Gessesse, 1999). Literaturde yer
alan caitli calismalarda, a-amilaz Uretiminde, 300 rpm’e kadar olan calkalama

hizlarinin kullanildgl rapor edilmgtir (Gupta et al., 2003).

amypUC19Bacillus subtilis hiicreleri, rekombinantu-amilazi hiicre igi
enzim olarak Urettikleri icin enzim saftama sirecinin ilk gamasinda sonikasyon
kullaniimistir. Branson Dijital sonikator ile yapilan kirmglemi sonucunda 4.85
mg/ml protein elde edilngiir. Sonikasyon sonrasinda enzimatik aktiviteni®6-&at

arttigi bulunmutur.

Hucre ici proteinlerinamypUC19Bacillus subtilishiicrelerinin sonikasyonu
ile ¢ozeltiye alinmalarinin ardindan, amonyum giiléasecici ¢coktirme yapilmi %
40 ve 70 olarak iki farkl konsantrasyonda uygutaaanonyum sulfat ¢coktlirmesi ile
rekombinanto-amilaz, 3.1 ve 4 kat saffarilmis ve bu gaamalarda sirasiyla % 88.9
ve % 38.4 verim elde edilgtir. Rekombinantu-amilazin spesifik aktivitesi, % 70
amonyum silfat ¢oktirmesinin ardindan 11 U/mg d&labelirlenmitir. Birgok
saflgtirma calgmasinda amonyum sulfatin @gk konsantrasyonlarinin kullaniig
bilinmektedir. Kullanilan amonyum sulfatin orani ¢éktirmenin ka¢c samada
yapilacgi, elde edilmek istenen proteinin ylzeyine ygrig hidrofobik yan
zincirler tglyan amino asitlerin miktarina, ¢ozelti pH’sina seaklga bal olarak
degisiklik gostermektedir. Cunkul, bu 6zelliklerin hegsoteinlerin ¢ozundrliklerini
etkileyen etkenler arasinda yer alir. Bununla kieli ¢Ozelti icerisindeki der
proteinlerin de bu orani etkiledi bilinmektedir (Scopes, 1994). Mitsuiki ve
arkadalan tarafindan iki farklio-amilazinBacillus subtilisIFO 3108 huicrelerinden
saflgtirildigl calsmada, yalnizca % 80 amonyum sulfat ¢coktiirmesi wmguktir
(Mitsuiki et al., 2005). Aksine, Uguru ve arkatiinin gerceklgirdigi ¢calismada,
sicaklga dayaniklio-amilazin,B. subtilisten saflatirilma strecinde iki gmal (%
20 ve % 60) amonyum sulfat ¢oktirmesi kullangkm % 60 amonyum silfat ve
diyalizin ardindan elde edilen saftaa orani, 2.9 ve verim, % 56.9 olarak rapor
edilmistir (Uguru et al.,, 1997). Hicre @i a-amilazin, Thermus sp.’den
saflatinimasinin amagclangh bir diger calsmada ise, % 50 ve % 80 amonyum sulfat

kullaniimis ve bu gamadaki verim % 23 olarak belirlengtir.
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Proteinler etanol ve aseton gibi organik c¢oziculkarllanilarak da
cokturulebilir. Ancak, organik ¢ozuculer eliyle pemn ¢oktirmesi daha az kullanilan

bir yontemdir (Scopes, 1994).

Bu tez camasinda, rekombinant enzimi saflana sirecinde, amonyum
sulfat coktirmesini takiben, Q-sefaroz anyongigl&ici kolon kromatografisi
uygulanmg, % 70 amonyum silfat ve diyalizaamalari ile elde edilen 6zut, Q-
sefaroz kolonunun hacmi go6zetilerek, kolona uc¢ defgtuklenmgtir. Q-sefaroz
anyon dgistirici kolon kromatografisi sonunda, rekombinamamilazin spesifik

aktivitesinin, Q-sefaroz dncesine oranla ~ 37 k&zgabelirlenmitir.

Q-sefaroz kolon kromatografisinin ardindan, Sefa#200 HR molektler
elek kromatografisi yapilrgive elde edilen protein fraksiyonlari, ¢cok saftansafa
dogru, U¢ ayri havuzda toplanghr. Havuz 1 ile yapilan aktivite ve Bradford tesil
sonucunda, elde edilen girlerin, sefakril kolonu dncesi gerlerle kagilastiriimis,
rekombinanta-amilazin sefakril kolon kromatografisi ile, 7.8rkedaha safldigi
belirlenmitir. Saflgtirma kleminin son basanga olan, sefakril molekiler elek
kolon kromatografisinin ardindan rekombinamtamilazin balangi¢ basamana
oranla ~653 kez safiagl, saflgma veriminin % 13.4 ve spesifik aktivitesinin, 1808

U/mg olduygu bulunmytur.

Tez calsmasinda, safluirma basamaklarinda uygulanan teknikler ve yapih
siralari, dger calgmalar ile bazi farklliklar gosterse de, genel arda benzer bir
akis semasi ve materyal kullanimi s6z konusudur. Tezmalsinda iyon destirici
olarak kullanilan Q-sefaroz FF, anyonggdrici bir rezindir. Q-sefarozun rezin
materyali, capraz Igha agaroz birimleridir ve fonksiyonel grup olaralk &uaterner
amonyum (-CHN"(CHs); icermektedir. Tez caimasinda molekiler elek rezini
olarak uygulanan Sefakril S-200 HR, 25 — 75 pmimdgki boncuklardan
olusmaktadir. Bu boncuklar, allil dekstran / N;Nmetilenbisakrilamit birimlerinin

capraz bglanmasi ile elde edilirler.

Literatlrde, iki farkha-amilazin saflgtiriimasinin amaclangh bir calsmada
amonyum sulfat ¢oktirmesinin ardindan, bir anyogidieici olan DEAE-Sefaroz,
iyon desistirme kromatografisinin ardindan da, bir molekilelek rezini olan
Sefadeks G-75 kullanilgtir. Her bir kromatografinin ilger defa gercekigirildi gi

calismada, Amy la-amilazi % 13 ve Amy 2&-amilazi % 9.5 verimle safariimistir.
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(Mamo and Gessesse, 1999). Mamo ve Gessesse'nim dgistirici olarak
kullandiklari DEAE (Dietilaminoetil) fonksiyonel gbu, 6-10 pH araginda tam
olarak yukli kalabilirken, tez camasinda kullanilan kuaterner amonyum cok
yuksek ve cok dfilk pH deerlerinde de yuklu kalabilmektedir (pH 2-12) (Scepe
1994). Das ve arkaglar tarafindan gerceldarilen calsmada, sicak@ia dayanikli
ve alkali severm-amilaz, Bacillus subtilis DM-03 soyundan, DEAE sefadeks A-50
anyon dgistirme kolonu, Sefadeks G-50 molekuler elek kolorau HPLC (High
Performance Liquid Chromatography)’nin kullangdi bir  sistemle
saflagtirilmistir. % 2.9 verimle saftdirilan a-amilazin 80.5 kez safjarildigi rapor
edilmistir (Das et al., 2004).

Tez calsmasinda, Q-sefaroz ve Sefakril kromatografileri diele edilen
protein fraksiyonlar ile yapilan SDS-PAGE analizlgde, rekombinanta-amilazi
iceren fraksiyonlarin, ger proteinlerce zengin fraksiyonlardan ayirdedilsime
sglanmstir. Q-sefaroz kolon kromatografisi ile elde edilefraksiyonlar
incelendginde, 25 ve 35. fraksiyonlar arasinda kalan kisrekombinan-amilazca
zengin oldgu gorulmektedir. Ancak, yapilan aktivite testleonsicunda 20 ile 41.
fraksiyonlar arasinda kalan boélgenin, yiksek rekioant o-amilaz aktivitesi
gosterdgi belirlenerek, Sefakril kolon kromatografisi icitbu aralikta kalan
fraksiyonlar secilmitir. Ayni islemler Q-sefaroz 2 ve 3 kolonlari icin de yapgmi
sefakril kolon kromatografisinin ardindan elde edilfraksiyonlarin seciminde de
ayni yol izlenmgtir. Yapilan aktivite testleri ve SDS-PAGE profiliancelenerek,
yuksek a-amilaz aktivitesi t@ayan ve gorece daha saf fraksiyonlar Bitdmis,
havuz 1 (39 — 45. fraksiyonlar) gturulmutur. Ayni sekilde, aktivite/saflik orani
gozetilerek havuz 2 (28 - 38. fraksiyonlar) ve 36 (4 48. fraksiyonlar)
olusturulmustur (Sekil. 3-4 ve 3-5).

Tez calsmasinda, rekombinawntamilazin molekuler @rliginin belirlenmesi
amaciyla, protein belirteclerinin de kullangdibir SDS-PAGE analizi yapilmive
rekombinant a-amilazin molekuler @arhiginin yaklgik 55 kDa oldgu tahmin
edilmigtir. Literatirde,a-amilazlarin molekuler @rliginin 10 ile 210 kDa arasinda
olabildigi rapor edilmgtir. (Gupta et al.,, 2003). Uyar ve arkaldaunin sicakiga
dayanikli bir Bacillus subtilissoyu ile yaptti calsmada, saflgtirllan a-amilazin
molekiler &irhginin 48 kDa oldgu belirlenmitir. (Uyar et al., 2003). Bir arkea

bakteri olanPyrococcus furiosude yapilan bir cakmada, sicak sever-amilazin
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molekiler &irhgr 66 kDa bulunmgtur (Laderman et al., 1993). Dimerik, maltogenik
bir a-amilazin molekuler @rligi ise 64 kDa olarak belirlengtir (Cho et al., 2000).

Tez calsmasinda rekombinamtamilaz aktivitesinin, % 0.2 oraninda, capraz
bagli nisasta iceren SDS-PAGE jelinde godzlenmesi amaciyfaogiam analizi
yapiimstir. Nisasta-SDS-PAGE jelinin lugol ile boyanmasi sonucugeltie edilen
rekombinanta-amilaz bandi, paralel yuruttulen (ayni jel ikiyello@mstir), SDS-
PAGE jeline uygulanan protein belirtecleri ve relmnant o-amilaz ile
karsilastiriimis ve aktif bandin, SDS-PAGE ile gézlenen kismenrskbmbinanto-
amilaz bandina kar geldigi sonucuna varingtir.

a-Amilaz aktivitesinin belirlenmesi icin kullanilagssitli yontemler arasinda
en yaygin olanlari; indirgegeker miktarindaki ari ve nkasta-iyot yontemidir
(Gupta et al., 2003). Mastanin parcalanmasi ile gdun indirgen sekerlerin
kolorimetrik olarak belirlenmesini esas alan indmgseker miktarindaki arfi
yontemi, kullanilan etken maddelere gore farklddstermektedir. Tez ¢caimasinda
rekombinanta-amilaz aktivite testinde, indirgegeker miktarindaki argi yontemi
kullaniimistir. Aktif madde olan 3-5, Dinitrosalisilik asittedolayr DNS olarak
isimlendirilen bu yontem birgok agmrmaci tarafindan kullanilmaktadir (Messaoud
et al., 2004; Mijts and Patel, 2002). Ote yandagasta-iyot kompleksinin renk
yogunlugundaki azalmayi temel alan sasta-iyot yonteminin kullanil@ cesitli

aragtirmalar rapor edilmstir (Zhi et al., 2004; Marco et al., 1996).

Tez calgmasinda, toplam protein miktarinin belirlenmesi aryla Bradford
yontemi kullaniimgtir. Coomassie Blue G-250 boyasinin kullagidiontem, hizli
ve dagru sonuglar vermesinden dolayr ¢cok tercih edilmaikt€Scopes, 1994).
Bradford ile birlikte, Lowry (Uyar et al., 2003) \BCA (Bis-sinconik asit) (Scopes,
1994) yontemleri de bircok astamaci tarafindan uygulanmaktadir.

a-Amilazlarin, ngasta ile ilgili pek ¢ok ve farkh endustride kullam, farkli
gereksinimleri de beraberinde getirmektedirsdstaninglenmesi, yiksek sicakliklar
gerektirdginden ve rgastanin sahip olgw dagsal pH aralgina uygun enzimler tercih
edildigindenao-amilazlarin sicaklik ve pH ile ilgili 6zelliklebiyluk 6nem tamakta;
cssitli kararhlik arttirict maddeler aracgh ile 6zellikle sicaklik ve pH kararlginin
arttinlmasi yénunde camalar yapilmaktadir. Farkh enduistrilerde kullanila-

amilazlarin, endustriyel sireclerde $dastiklar bircok etken (metal iyonlari,
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deterjanlar, yuzey aktif maddeler, organik c¢ozicile bazi efektdér molekdiller)
rekombinanti-amilaz icin yapilan nitelendirme cgthhalarinda test edilrytir.

Nisastanin kullanildy cogu endustriyel sirecte, gaistanin, glukoz, maltoz ve
oligosakkarit suruplarina doéngidrilmesi amaclanmaktadir. Bu ara Grinler daha
sonra, orngin, etanol, lizin ve sitrik asit gibi géli kimyasallara dongtirtlmekte,
ya da yiksek fruktozurubu uUretiminde kullaniimaktadirlar. gdistanin glenmesi
genel olarak iki gamada olmakta (sivdarma ve jelatinizasyon) ve yiksek
sicakliklar gerektirmektedir. Bu sorun, yuksek kiddarda aktivite gosterebilen-
amilaz gibi enzimler eliyle simaktadir. Yikseksleme sicakliklari bircok avantaji
da beraberinde getirmektedir, Bunlar arasinda: (iyuksek substrat
konsantrasyonlarinin kullanimi, (ii). akanligin artmasi ve boylece, pompalama
masraflarinin azalmasi (iii). bakteriyel bgidrin azaltilmasi, (iv). reaksiyon oraninin
artmasl ve uygulama zamaninin azalmasi, (v). engaftgstirma masraflarinin

azaltiimasi sayilabilir (Vieille and Zeikus, 2001).

Tez calgmasi kapsaminda saftailan rekombinanta-amilazin, optimum
reaksiyon sicak# ve sicakhk kararliii belirlenmg, en iyi aktivite gosterdi
sicakhk 87 °C bulunmgiur. Yapilan kararlihik cajmalari ile rekombinani-
amilazin 77 °C’'ta, 1 saat sonunda, aktivitesini®?®8’ini korudgu ancak. 92 °C'ta
gerceklgtirilen calsmalarda, 5. dakikanin sonunda enzim aktivitesimca %
59'unun korunabildii, 15. dakikanin sonunda ise aktivitenin kaybedildi
gozlenmgtir. Mikrobiyal kaynaklia-amilazlar incelengjinde, optimum sicakliklarin
25 — 130 °C arasinda glgtigi gbze carpmaktadir (Gupta et al., 2003)siflle
mikroorganizmalara aito-amilazlar ile, tez cajmasi kapsaminda saftailan
rekombinanta-amilaz kagilastinildiginda; rekombinant-amilazin, 80 — 90 ° C'ta
optimum aktivite gosteremhermococcus profunduBictyoglomus thermophilume
Thermotoga maritima-amilazlari ile benzgigi gérilmektedir (Vieille and Zeikus,
2001). Rekombinant-amilazin, 40 °C’in Uzerinde kararsiz olBncirculansMG-4
a-amilazindan, 65 °C’ta 60 dakika boyunca karddugu bildirilen Bacillus sp. MD
124 amilazindan ve 70 °C’ta 30 dakika sonundalabgic aktivitesinin yarisini
koruyanBacillus circulansGRS 313a-amilazindan (Dey et al., 2002) daha kararli

oldugu belirlenmitir.

LiteratiirdeB. licheniformisa-amilazlarinin oligosakkaritleri maltohekzos ya

da maltotriozlara indirgegdini belirten raporlar mevcuttur. Uriin farkginin en
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temel gerekgesi, hidroliz sicagindaki farkliliklardir. Marchal ve ark. (1999B.
licheniformisten elde edilen ticarb-amilazi (Maxamyl, Genencor), daha ileri bir
saflgtirma  sdrecinden gecirmeksizin  kullandiklarnn  galalarinda, hidroliz
sicaklginin arttirilmasinin Grin 6zgugini azalt@ini ve buna bg olarak olgan
drinler arasinda daha dengeli bigdian oldugunu rapor etmsierdir (Marchal ve
ark., 1999). Argtirmacilar yaban tipi ticari enzim ile yaptiklaalgmalarini pH, 6.5-
6.9 aralginda ve 90C’ta gerceklstirmislerdir. Bu bilgi, tez ¢camasinda kullanilan
rekombinant amilaz icin elde edilen optimal reaksiysicakigl ve pH dgerlerinin,
yaban tipi enzimin optimallerine olduk¢a yakin mdusuna karet etmektedir.
Esasen rekombinant enzimin yaban tipine benzetkbiyasal 6zellikler géstermesi

beklenen bir sonuctur.

Ilgarashi ve ark. (1998)B. firmusa akraba alkali-sever biBacillus
izolatindan (KSM-1378) elde ederek ssfiildiklari alfa amilazin spesifik
aktivitesinin, endustriyel olarak kullanilan ve atbga dayanikliB. licheniformis
amilazindan 2-5 kez daha yiksek @dou ve endustriyel amilaza ancak % 68.9
oraninda bir benzerlik gadigini bildirmislerdir. Yaklaglik 53 kDa buyukliginde
olan enzimin optimal pH ve sicaklik gkxleri sirasiyla, 8.0-8.5 ve 85 bulunmutur.
Saflgtirilan enzim LAMY olarak adlandiriing) bu enziminB. licheniformisamilazi
(BLA) ile karsilastirildigl calsmada; optimal pH, LAMY icin 7.5-8.0, BLA i¢in 5.0-
6.0 dolaylarinda bulunmngtur. LAMY pH, 6.0-10.0 arafiinda kararlilik gosterriir.
LAMY’nin optimal sicaklgl 55 °C iken, BLA icin bu dger 80°C civarinda
bulunmytur. LAMY 70 °C'ta 0.1 mM Cad varliginda bile 60 dk sonunda
aktivitesini kaybederken, BLA Caglvarhgindan bgmsiz olarak kararllik

gostermgtir.

B. licheniformisa-amilazinin sicaklik ile geri dogsiizsekilde inaktivasyonu
Declerck ve ark. (2000) tarafindan ayrintili olarghlsiimistir. Bu amacla
yonlendirilmis mutagenez ile mutantlar gglren argtirmacilar, kararlilik yéntiinden
onemi olan tuz koprileri, ¢a baslanmasi veya potansiyel deaminasyon siiregleri
icin gereksinilen yapisal 6zellikleri irdeleyerekicaklik kararliiginda pay! olan
rezidulerin, daha ¢ok enzimin B “domain”inde ve onkatalitik A “domain”i ile ara
yuzeyinde yer alghni gostermilerdir (Declerck ve ark. 2000). Rivera ve ark. (2P0
ise, aktif merkeze yakin amino asit reziduleringigrerek, yaban tip rekombinant

enzime goreceli 5 kez daha aktif, ancak sicaklikatkhgl ve ngastaya olan
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0zgulligt ayni kalan bir mutant elde ewtii. Bu ve benzeri (Saab-Rincon ve ark.,
1999) literatur capgmalarinin da siginda, tez cagmasinin biyolojik materyalini
olusturan amy-pUC 19 klonu potansiyel yaglev calsmalarina katkida bulunmak

Uzere de kullanilabilecektir.

B. licheniformisa-amilazi sicaklik kararlign ile dikkat ceken ve gasta
hidrolizine dayali endustriyel sireclerde yaygekilde kullanilan bir enzimdirB.
licheniformisin kendisinin, sicakiia direncli enzimlerin okumunu kaullayan
secici bir baskinin bulunmagi ihmli topraklarda ygayan ve daha c¢ok mezofilik
kabul edilen bir organizma olmasina «ar Urettgi alfa amilaz (BLA), dger
Bacillus turleri tarafindan uretilen alfa amilazlardan gd&ha yiksek bir sicaklik
kararhiligina sahiptir (Declerck ve ark., 2000). Tomazic veb#&nhov tarafindan
(1988), 90C’ta, 1 mM CadC{ varliginda ve pH, 6.5'de gercekl&ilen calsmada;B.
amyloliquefaciensenziminin (BAA), 2 dk veB. stearothermophiluamilazinin 50
dakikalik bir yari 6mure sahip olmalarina «atr BLA icin bu sirenin 4 saatten fazla
(270 dk) oldgu bulunmytur. Bu calsmada Sigma tarafindan @anan ticari bir
amilaz, saflatinldiktan sonra kullanilngy belirtilen ¢ soy arasinda sicaklik
kararhhgi yoninden belirgin bir fark bulunmgtwr. Sicaklik kararhifgi 135 kez farkh
olan B. amyloliquefacienye B. licheniformisamilazlari % 82 oraninda homoloji
gostermektedir (Tomazic ve Klibanov, 1988). Bu gahda optimal sicaklikB.
amyloliquefaciensamilazi icin 60C dolaylarinda, buna kan B. licheniformis
enzimi i¢in yaklaik 95°C bulunmytur. 35°C dolaylarindaki bu optimal sicaklik
farkhligl, sicak sever enzimin 90-100 sicakliklarda daha iyi katlag@ina saret
etmektedir. Ote yanda®. licheniformisamilazina 1 M KCI eklenmesi, enzimi ciddi
sekilde kararsiz kilmakta ve 90’taki (pH, 6.5) yart é6mrind 270 dk. dan 7 dk.'ya

indirmektedir.

Literatir bilgileri gozetilerek, rekombinantamilazin, deterjan, Kat, tekstil
gibi endustrilerde herhangi bir kararhilik artirigjan olmaksizin kullanilabilege
anlaglimaktadir (Gupta et al., 2003; Shaw et al., 19&band Horikoshi, 2004).

Nisastanin sulu cozeltisinin pH geri 4.5'dir. Bu nedenle, guk pH
degerlerinde aktif olam-amilazlar, ngasta hidrolizi icin elveslidirler (Vieille and
Zeikus, 2001). Buna kan, deterjan endustrisinde kullanilaramilazlar icin yiksek

pH deserleri tercih edilmektedir. Gdli endustriyel uygulamalar icin gesik pH
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degerlerinin gerekii gozetilerek, geni bir pH aralgina sahipa-amilazlar 6ne
ctkmaktadir (Gupta et al., 2003).

Tez calsmasi kapsaminda yapilan optimum pH ve pH kargaridalsmalari
ile, rekombinanta-amilazin dgisik pH deserlerindeki kararlilgl test edilmgtir.
Rekombinanta-amilazin en iyi aktivite gostergi pH deserinin 6.5-7.0 ara@inda
oldugu, pH 5.5-8.0 arainda, aktivitesinin % 80’ini ve pH 4.5'ta ise aktasinin %
50’sini korudgu gozlenmgtir. Ayrica, rekombinant-amilazin pH 7.0-12 gibi gegi

bir pH aralginda kararl oldgu belirlenmitir.

Gupta ve arkadéarinin yaptiklari kapsaml bir incelemed&amilazlarin
optimum reaksiyon pH’sinin 2.0-8.0 arasindgistesi ve a-amilazlarin genel olarak
pH 4.0 ile 11.0 arasinda kararli olduklari ifadelredktedir (Gupta et al., 2003).
Cssitli B. licheniformissoylarindan uretileru-amilazlar incelengiinde farkh pH
optimumlarinin bulundgu ve farkh pH araliklarinda kararlihk gdsterdikle
gorulmektedir. BirB. licheniformissoyundan duretilen, 22.5 kDagsidigindaki -
amilaz icin optimum pH dgeri 9.0 ve kararlihk arghh 6.0 — 11.0 iken, 28 kDa
agirhgindaki bir dger a-amilaz icin optimum pH dgeri 9.0, kararlihk arafy ise 7.0
— 9.0 olarak bildirilmgtir (Gupta et al., 2003).

Nisasta sulu ¢ozeltisinin pH gerinin 4.5 oldgu g6z dnunde bulundurularak;
pH 5.5-8.0 arafiinda, aktivitesinin % 80’ini, pH 4.5'ta ise aktigginin % 50’sini
korudyu Dbelirlenen rekombinanta-amilazin, ngastanin glendigi, tekstil,
dokumacilik, kgit ve yiksek glukoz/fruktoz Gretimi endustrilerinkigllanilabilecgi

ongorualmigtar.

Tez calsmasinin bulgulari, kararlilik arttici etkisi bilimeCa?un, 1 ve 10
mM’lik derisimlerinin (kalan aktivite, sirasiyla, % 95 ve % 94¢kombinanta-
amilazin aktivitesinde dnemli bir g@gikli ge neden olmadini géstermytir. Thermus
sp.’den saflgtirilan hiicre du a-amilaz ile yapilan bir caimada, C&'un benzer bir
etki gosterdii (1 mM igin % 91 ve 10 mM i¢in % 92) rapor edikti (Shaw et al.,
1995). 4 mM C¥ ile yapilan bir dier calsmada,o-amilaz aktivitesinin % 92’sinin
korund@gu saptanmstir (Marco et al., 1996). Mamo ve Gessesse'ninfakkli o-
amilazi (Amyl ve Amyll) saflgtirdig calsmada ise, C&'un, a-amilaz aktivitesini
hafifce arttirdgl belirtiimektedir (sirasiyla, % 108 ve % 105) (Mamand Gessesse.,
1999). Ote yandan Aguilar ve arkatia (2000), 10 mM degimdeki C&%un, bir
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laktik asit bakterisinden saffardiklari a-amilaz Gzerinde herhangi bir etki

yapmadgini rapor etmlerdir.

Rivera ve ark. tarafindaB. licheniformisATCC 27811 soyundan hareketle
gelistirilen rekombinant enzimin, 10 mM €aiceren tamponda, 80’ta 6 saat siire
ile bekletiimesi, herhangi bir aktivite kaybina eedolmamgtir. Bu sire, rgastanin
endustriyel likefaksiyonu icin gereken sirenin (gtikdaha uzun bir zamandir.
Arastirmacilar geltirdikleri yaban tipi ve mutant enzimlerin sicaklikie
inaktivasyonunu  deerlendirdikleri  calgmalarinda, Cd konsantrasyonunu,
enzimlerin kararliigini bozmak tzere 1 mM’a indirgeyerek,°8@a bekletilen saf
enzimlerin, cgitli sureler sonundaki kararlgini irdelemglerdir. Verilmis surelerde
alinan oérnekler 6nce buzda 15 dk bekletildikternrapkalan aktiviteleri, 8@C'ta test
edilmistir. Buna gore yaban tipi rekombinant enzim icinriy@mur 10 dk

bulunmutur (Rivera ve ark., 2003).

Tez calsmasi kapsaminda, rekombinamtamilazin endustriyel sireclerde
kullanilan ya daa-amilazlar tzerindeki etkisi rapor edilgntesitli metal iyonlari
varhgindaki davramsini belirlemek lzere nitelendirme gahalar1 yapilmgtir. Agir
metal iyonlarinin a-amilaz aktivitesini olumsuz yonde etkilgdi bilinmektedir
(Gupta et al., 2003). Buna kar, Cd% Mg, Mn*?, N&, K ve Bd?gibi metal
iyonlarinin enzim kararligini koruyucu etkisi birgcoki-amilaz icin rapor edilntir
(Gupta et al., 2003).

Rekombinanti-amilaz Uzerinde denenen metal iyonlari arasinde, 10 mM
konsantrasyonlardaki Mg§ Mn*? ve N&’un enzim aktivitesi {izerinde 6nemli bir
etki yapmadiklari g6zlenmtir. Benzer sonuclar ger argtirmacilar tarafindan da
rapor edilmgtir (Aguilar et al., 2000; Shaw et al., 1995).

1 ve 10 mM konsantrasyonlardaki Ke B&?un, tez calsmasinda kullanilan
rekombinanii-amilazin aktivitesini ~% 120 oraninda arttgdoelirlenmitir. Birgok
a-amilaz icin K ve Bd? iyonlarinin benzer etki yagirapor edilmtir (Nirmala and
Muralikrishna., 2003; Mamo and Gessesse., 1999jl&get al., 2000).

Agir metallerden AP, Co?, Ni*? ve Fé* (FeCk)'in 1 mM dergimde enzim
aktivitesini hafifce arttirdy gézlenirken, 10 mM desimde azalttg ve Cd?in diger
metallere oranla daha ilimli bir inhibisyon yaptbelirlenmgtir. Yine ggir metaller
olan, F&® (FeSQ tuzu), CU? ve Zn? nun (ZnC} ve ZnSQ tuzlari), enzim
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aktivitesini 1 mM degimde belirgin birsekilde, 10 mM’da ise kuvvetle inhibe iti
saptannytir. Agir metallerin a-amilaz aktivitesini inhibe egfi bircok calsmada
gosterilmitir (Dey et al., 2002; Gupta et al., 2003). Testezdmetallerin, 1 mM
derisimde, rekombinanié-amilaz aktivitesini ¢cok fazla etkilemelj buna kagin gair

metallerin, 10 mM degimde inhibisyon yap#i g6zlenmstir.

Igarashi ve ark. (1998) tarafind&n firmusa akraba alkali-sever bBacillus
izolatindan (KSM-1378) saffaarilan alfa amilazin (LAMY), Ni*, Cd™*, Zr#* ve Hg*
ile kuvvetle inhibe oldgu ve EDTA ile 6n inklibasyona alirgg kosullarda
aktivitesinin, balangi¢ aktivitesinin % 10’una dtugu gozlenmgtir. LAMY 40 °C’ta
bir saatlik inkiibasyonun sonunda SDS’e direncliubodwtur (lgarashi ve ark.,
1998).

Deterjan endustrisinde kullanilan-amilazlarin, alkali pH dgerlerinde
aktivite gostermeleri ve deterjanlarin icinde bwaon yluzey aktif maddelere,
kelatorlere ve oksidasyona neden olan ajanlarardkly olmalari gerekmektedir (Ito
and Horikoshi, 2004). Yuzey aktif maddelerdramilazlar icin 6nemli olmasinin
baslica nedenlerinden birisi de, ginimuizde yaygarMagida emdulsiyonlarinin ve
kopuk olgumunun, protein-yizey aktif madde kompleksleri 8ezlanmasidir
(Bordbar et al., 2004).

Tez calgmasi kapsaminda g#i deterjanlarin rekombinanta-amilazin
aktivitesi ve kararlilgi UGzerindeki etkisi test edilgtir. % 0.1 ve % 1'lik
konsantrasyonlarda uygulanan ve iyonik bir ylzel§f akadde olan SDS’in, enzim
aktivitesi Uzerinde inhibisyon etkisinin olm@dive 37 °C'ta 60 dakika suren
uygulamanin ardindan kalan enzim aktivitesinin leeridergimler icin, sirasiyla, %

95 ve 92 oldgu belirlenmgtir. Lo ve arkadglarinin, Bacillus sp. TS-23 soyuw-
amilazi ile yaptiklari cagmada, enzimin % 8 SDS konsantrasyonunda bile aktif
oldugu rapor edilmgtir (Lo et al., 2001). Hashim ve arkatirinin (2004)Bacillus
haloduransLBK 34 soyuoa-amilazi ile yaptiklari ¢cagmada, % 1 SDS vaginda

enzim aktivitesinin % 80’inin korundiw bildirilmistir.

Iyonik 6zelligiyle bilinen sodyum deoksikolat’in rekombinant-amilaz
aktivitesini her iki konsantrasyonda da hafifceiedtgl gozlenmg, enzim aktivitesi,
diger bir ylizey aktif madde olan iyonik deterjan CTAB test edilmgtir. % 0.1

CTAB varliginda, enzim aktivitesinin, ilk muamelenin ardind&n67’ye ditigu,
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ancak 60. dakikanin sonunda tekrar % 90’a gilielirlenmitir. Benzer bir etki %
1'lik derisimde de gozlenmiolup, 60. dakikanin sonunda enzim aktivitesinkrae
kazaniimasi; CTAB'In ve benzer sonuclar veren S[ESswedyum deoksikolatin,
rekombinantu-amilaz Gzerinde kuvvetli bir denattiran etkiye pabimayabilecgini
distindirmigtar. fyonik yizey aktif maddelerin proteinlere iyonik Vedrofobik
etkilesimlerle balandigl, bu b&lanmanin birgok globuler proteinin gal yapisini
bozdwgu ve cokmesine neden olglu bilinmektedir (Bordbar et al., 2004). Elde
edilen sonuclarsiginda, CTAB, sodyum deoksikolat ve SDS’in rekombinan
amilaz Uzerinde kuvvetli bir iyonik etkiye sahip n@dgr gordlmektedir.
Rekombinanta-amilaz deterjan ve gida endustrisinde kullani&dsk nitelikte
gorinmektediriki iyonik olmayan deterjan ( Tween 20 ve Triton B@) ile yapilan
testlerde, rekombinant-amilaz aktivitesinde her hangi bir azalma gozlemige

yalnizca tween 20’nin % 1’'lik defiminin, 60. dakikanin sonunda enzim aktivitesini

.....

a-Amilazlar ve dger enzimlerin sahip olduklari bazi karakteristilelfiklerin
test edilmesinde kullanilan g#i kimyasallarin, bu tez caimasinda safkdrilan
rekombinant enzim Gzerindeki etkilerini gézlemelekg enzim, ilgili maddeler ile 5,
10 ve 30 dakikalik surelerde, 37 °C'ta inklibe edilue aktivitesi dgerlendirilmistir.
Rekombinanta-amilazin 10 mM EDTA ile inhibe oldiu go6zlenmg. 5, 10 ve
30'uncu dakikalarda enzim aktivitesinin sirasiy,66, 70 ve 81’inin kayboldiu
belirlenmstir. Kelator 6zellgi ile bilinen EDTAnin kuvvetli bira-amilaz inhibitdru
oldugu bircok yayinda rapor edilgtir (Gupta et al., 2003, Nirmala and
Muralikrishna., 2003; Mamo and Gessesse., 1999jl&get al., 2000)). EDTA'nIn
etkisini Cd? ve diger iki deserlikli iyonlar Gizerinde gostergi bilinmektedir. Bu
bilgiden yola cikilarak, rekombinant-amilazin C& ve/veya dier iki deserlikli
iyonlara b@ml oldusu anlgilmakta, esasen alfa amilazlarin “€atasidig
bilinmektedir (Kandra, 2003).

10 mM PMSEF ile yapilan testlerde, rekombinasgmilazin PMSF tarafindan
inhibe edilmedii ve enzim aktivitesinin c¢alilan tim sdrelerde % 115 — 119
aralginda oldgu gozlendi. Bu sonuglar rekombinamtamilazin aktif bolgesinde
Islevsel bir serin rezidusu icermgghe isaret etmektedir.

10 mM B-merkaptoetanol ile yapilan testlerde, rekombinartmilazin

aktivitesinin tim sirelerde % 170 oraninda grtbelirlenmitir. Benzersekilde, 0.5,
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1 ve 10 mM konsantrasyonlarda denenen DTT nin erahtivitesini, 0.5 ve 1 mM
aralginda ~% 120 oraninda, 10 mM konsantrasyonda is€l3®- 170 oraninda
arttirdgl saptanmtir. Egas ve arkagkarinin yaptgl bir calsmada (1997)Thermus
filiformis Ork A2 soyundan elde edileramilazin aktivitesinirg-merkaptoetanol (5
mM) ve DTT (5 mM) ile azalmag rapor edilmgtir. Hashim ve ark. (2004)
tarafindan yapilan bir ger calsmada, benzer olarak, DTT'nin enzim aktivitesi
Uzerinde herhangi bir inhibitér etkisinin olmadibildirilmistir. Disalfit baglarini
indirgeyici 6zellikleri ile bilinen p-mercaptoetanol ve DTT'nin herhangi bir
inhibisyona neden olmamasi, rekombinantimilazin aktif bdélgesinde velveya
herhangi bir kritik noktada disulfit g&rinin bulunmadina saret edebilir.

Tez calgmasi kapsaminda, rekombinant-amilazin sicakfia bali
kararliliginin arttirlmasi amaciyla bir dizi deneme yapstmi Oncelikle, enzimlerin
uzun sure saklanmasi icin kullanilan bir poliolrolgliserolin sicaklik kararlgina
olan etkisi test edilngtir. % 10 ve 30 gliserol ile 82 °C’ta, 30 ve 60 dakboyunca
gerceklgtirilen calsmada, % 10 gliserolin 30 ve 60'Inci dakikadaki enzi
kararhhigini sirasiyla, % 136 ve % 289 oraninda artfirdsaptannmtir. % 30
gliseroluin ise 30 ve 60'inci dakikadaki enzim kahanni, sirasiyla, % 108 ve % 232
oraninda arttirgg belirlenmgtir. Poliollerin enzimleri yuksek sicakliklarda kah
kildigi ve ayrica saklama suresini de art@irgdapor edilmgtir (Fagain, 2003; Scopes,
1994). Gliseroliin enzim karargni nasil arttirdil tam bilinmemekle birlikte, enzim
yuzeyinde bulunan su molekullerini kopararak, enzemresinde gorece hidrofobik
bir ylzey olgturdusu distnidlmektedir. Bu etkinin enzim cevresindeki kinetik
enerjinin azalmasina neden ofdu ve enzimin sicaklik kararlgini arttirdgi
belirtiimektedir (Fagain, 2003; Scopes, 1994). Bkagin diger bir poliol olan etilen
glikoliin; enzim kararligini, % 10’luk degimde ~% 65’e ve % 30’luk defmde

ise % 1'e kadar azalgh belirlenmitir.

DMSO ile yapilan testlerde oldukc¢a ilging sonuclmms olup, % 10
DMSO’nun, 30 dakikanin sonunda enzim aktivitesir#%~198, 60’'inci dakikada ise
~ % 580 oraninda arttigh gozlenmgtir. % 30 DMSO ile yapilan denemelerde,
rekombinanta-amilazin aktivitesinin verilen her iki stre icired- % 10’a ditigu
saptanmgtir. DMSO, su ile kagabilen bir organik c¢o6zucudur. Hidrofobik

akrabalarinin aksine, enzimlerin yuzeylerindglbalarak bulunan su molekullerini
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koparabilir. Suyun uzakgairiimasi ile, rekombinani-amilazin sicaklik kararlginin
artabilecgi, Fagain tarafindan 6nerilgtir (Fagain, 2003).

Nisastanin dgal pH'si (pH 4.5), njasta gleme sureclerindeki 6nemli
etkenlerden birisidir. Rekombinantamilazin 6zellikleri enzimin bu pH derinde
calistigina saret etmektedir. Nastanin dgal pH’sinin, a-amilazin optimum pH
degerlerinden c¢ok uzak olmamasi, sastanin glendigi ortamin  pH’sinin,
rekombinanto-amilaza gére ayarlanabilegiai distindiirmektedir. Ote yandan bazi
metal iyonlarinin rekombinané-amilazin aktivitesi Gzerindeki olumlu etkisi, bu
iyonlarin, 6zellikle deterjan, kgt ve tekstil endustrilerinde kullanilabilegiae isaret
etmektedir. Rekombinant-amilazin ytzey aktif maddeler vatindaki olan

kararhlgi, deterjan ve gida sektoriinde kullanilabilir @doun bir géstergesidir.

Tez calsmasinin bulgulari, rekombinanrt-amilazin sicakhik kararlginin,
uygun ajanlar kullanilarak daha da arttirilabifgne isaret etmgtir. Tomazic ve
Klibanov tarafindan,B. licheniformis kokenli alfa amilazin sicaklik kararkini
sgilayan elektrostatik etkigmlerde roli olabilecek amino asit rezidilerinin
argstinldig calsmada, pozitif yukli NH gruplarn talyan rezidiler 6ne c¢ikgtir.
Sicak-sever enzimde, mezofiligleniginde yer almayan 2 veya 3 lizin rezidisinun
yaptgl tuz koprilerinin 6nem tadigi dngorulmigtir. Sonuglar lizin rezidulerinin
onem taidigl elektrostatik etkilgmlerin, termofilik alfa amilazlardaki belirgin
sicaklik kararhlgl Gzerinde, enzimi yuksek sicakliklarda daha iyld@ms halde ve
geri donigsiz inaktivasyonun konformasyonal mekanizmalarindaak tutarak,

etkin oldigunu digtindirmektedir (Tomazic ve Klibanov, 1988).

Akademik ve endustriyel cok sayidaki laboratuvargiapilan ceitli
calismalara kagin, B. licheniformisalfa amilazina (BLA) yuksek sicaklik kararli
sgilayan oOzellikler hentz tam olarak apilamamstir. Yapisi c¢ok yiksek
sicakliklarda geri dong8uz sekilde bozulan enzimin, yalnizca inaktivasyon
kinetikleri calsilabilmektedir. Sicakfia bali inaktivasyonda c¢o6zilen enzim
molekdllerinin  daha sonra @mu olmayan bir sekilde yeniden katlangh
ongorualmigtar (Declerck ve ark., 2000). BLA'nin yiksek sia&kdrda uzun sureli
inkiibasyonlarinda Asn/GIn rezidulerinin deamidasyorenzimi geri dongsiz
sekilde deistiren bir bgka mekanizma olabilir. BLA'nin acgik¢a gozlenebilen
Ozelligi; sicakhk kararllgl daha dgik olan a-amilazlarda bulunmayan, cok

sayidaki iyonik etkilgimlerin varlgidir. 483 amino asitten ajan enzimin kristal
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yapisl, yalnizca Ca tasimayan formunda ve 1998 yilinda ¢ozuktiii. Declerck ve
ark (2000), B. licheniformis amilaz genini ATCC 6598 soyundan hareketle
klonlayarak, dizisini belirlergi ve E. colide etkin sekilde eksprese ettirgierdir.
Sicaklik kararhlgi, 0.1 mM CaCl varliginda, pH, 5.6’da calilmis olup, érnekler
80C'ta, 15 dk inkube edildikten sonra buza algtmi Buzda en az 30 dk
bekletilerek, geri doniebilecek nitelikteki enzim molekullerinin renatiyasuna
olanak sg@lanmstir. Geri donigsizsekilde inaktive olan molekullerin orani, &Dta,
inkilbasyondan onceki ve sonraki amilaz aktivitelasilastirilarak, bulunmstur.
iki basamakli, geri doiii olmayan inaktivasyon siirecinde enzimirf@®aki yari
omra (enzim molekullerinin % 50’sinin geri ddysiiiz olarak inaktivasyonu igin
gereken sire) hesaplarytm. 80'ta 15 dk inkiibasyon ve buzdagatmayi takiben
aktivitesi 37’ta dlcilen BLA’nin yari dmru verilmkosullarda 12 dk. ya dimdstar.
Buna kagin bu tez cabimasinda nitelendirilen rekombinant alfa amilazin°82a 5,
15, 30 ve 60 dk boyunca inkibasyonu takiben kal&tivitesi, standart test
uygulanarak, sirasiyla, % 74.5, 76.5, 38.55 veb8lanmutur.

Declerck ve ark. (2000) tarafindan sicglbali inaktivasyonun irdelengdi
calisma kapsaminda alfa amilazda yer alan ve mutasygrailan 7 Asp rezidusu
arasindan, Aspl190 mutantlari buglaenda belirgin bir farklihk gdstermiolup, 80
°C’ta, Aspl90Leu mutantlarinin yari émri 28 dk vepA90Phe mutantlarinin yari
omra 72 dk (yaban tip enzime gorece 6 kez daha)uaulunmutur. Dezistirilen
rezidiinun; geri dongsiiz deamidasyonu mu, yoksa protein ¢ozulmesinyanda her
ikisini birden mi etkiledgini anlayabilmek tzere daha ileri biyokimyasal ve
termodinamik cadmalarin yapilmasi gerekii vurgulanmgtir ((Declerck ve ark.,
2000).

a-Amilazlarin  ¢agitli endustrilerde, etkin bir sekilde kullanildiklari
bilinmektedir. Her bir endistriyel strecin gereksiterini karilayabilecek farklio-
amilazlarin Gretimi, sdrekli gekn molekuler biyolojik ve biyoteknolojik
yontemlerin yani sira, yeni fermentasyon teknikierigelstirilmesiyle salanabilir.
Bunun yaninda, immobilizasyon tekniklerinin ve daberimli enzim saflstirma
yontemlerinin kullaniilmasinin da 6énemi buyukttrdistriyel sireclerde katasilan
yuksek / dguk sicaklik ve pH gereksinimleri, gerek enzimleyapisal 6zelliklerinin

iyilestiriimesi ve gerekse gdli katki maddelerinin kullaniimasi ile katanabilir.
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Rekombinant enzim ile tez kapsaminda gerggkilen immobilizasyon
denemesi, GYTE'de galirilen matriksin bu enzimin etkirsekilde immobilize
edilmesinde kullanilabile@ne isaret etmektedir. Serbest ve immobilize enzimin
kinetiklerinin calsilmasi ve amypUC 19 klonunun, ilgili literattr bilgilerinin
Isiginda B. licheniformis amilazinin yapislev iliskilerinin anlgiimasina katkida
bulunmak izere kullaniimasi, Gan enzimin sicaklik kararlgn tzerine olan
etkisinin belirlenmesi; GYTE Enzim Molekller Gergtiaboratuvarinda bir sonraki

asamada yapilmasi planlanan gaialar arasinda yer almaktadir.
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