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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

PATATES KABUKLARINDAN iZOLE EDIiLEN PRIESTIA MEGATERIUM SFA

ILE AMILAZ URETIMININ ISTATISTIKSEL OPTIMIZASYONU, AMILAZIN

KARAKTERIZASYONU VE DETERJAN ENDUSTRISI iILE NANOPARTIKUL
SENTEZINDE POTANSIYEL UYGULAMALARI

Fatma AKBAS

Danisman: Dog¢. Dr. Siimeyra GURIﬂ(@K
Ikinci Tez Damisman: Doc. Dr. Murat OZDAL

Amag: Bu tez calismasinda patates kabuklarindan amilaz iireten bakterilerin izolasyonu, en
yiiksek aktiviteye sahip izolatin tanilanmasi, bu izolattan amilaz iiretim kosullarinin
optimizasyonu, iretilen enziminin optimum ¢alisma kosullarinin belirlenmesi ve deterjan
endiistrisi ile nanopartikiil sentezinde kullanim potansiyelinin arastirilmasi amaglanmaistir.

Yontem: Patates kabuklarindan izole edilen bakteriler arasindan en iyi amilaz tiretici izolat
secilmis, klasik ve molekiiler tekniklerle karakterize edilmistir. Optimum amilaz iiretim
kosullar1 Tepki Yiizey Metodu’nun Box-Behnken dizayni ile belirlenmistir. Uretilen amilaz
enziminin aktivitesi lizerine sicaklik, pH, g¢esitli metal iyonlar1 ve ¢oziiciilerin etkisi
arastirilmistir.  Amilaz enziminin kumaslardaki nisasta bazli lekeleri uzaklagtirilma
potansiyelleri yikama testleriyle incelenmistir. AgNO3, CoClz, CuSOs4, FeSOs4, MgSOs,
MnSOQO4, Na,SeO,, NiCl> ve ZnSO4 tuzlarindan elde edilen amilaz tiretim fermantasyon sivisi
kullanilarak sentezlenen nanopartikiiller X 1s1m1 kristalografisi (XRD), Fourier doniisiimli
kizil6tesi spektroskopisi (FTIR), taramali elektron mikroskobu (SEM) ve gecirimli elektron
mikroskobu (TEM) ile karakterize edilmistir.

Bulgular: Bakteri izolatlar1 arasindan en yiiksek amilaz aktivitesi Priestia megaterium SFA
(GenBank Erigsim No: OR415891.1) bakterisinde elde edilmistir. En yiiksek amilaz tiretimi 35
°C ve pH 7,0°de, ¢6ziinebilir nisasta ve maya oziitii varhiginda, 3 giinliik inkiibasyon siiresinde
elde edilmistir. Amilaz aktivitesi i¢in optimum sicaklik 40 °C ve pH 9,0 olarak belirlenmistir.
Amilazin ¢esitli metal iyonlar, reaktifler, ¢oziiciiler ve deterjanlar varliginda kararli oldugu
tespit edilmistir. Amilaz enziminin kumas pargalarindan nisasta ve ¢ikolata lekelerini ¢ikardig:
gorilmiistiir. Ayrica glimiis, selenyum, magnezyum ve bakir nanopartikiillerini
sentezleyebilmistir.

Sonug: Patates kabuklar1 kullanilarak P. megaterium SFA bakterisi ile amilaz {iretiminin
kosullari istatistiksel olarak optimize edilmistir. Enzim aktivitesi tizerine ¢esitli parametrelerin
etkisi belirlenmistir. Amilaz enziminin deterjan endiistrisinde ve nanopartikiil sentezinde
kullanim potansiyeline sahip oldugu sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Priestia megaterium SFA, Amilaz, Nisasta, Patates Kabugu, Deterjan
Enzimleri, Nanopartikiil Sentezi

Ocak 2024, 116 sayfa



ABSTRACT

MASTER THESIS

STATISTICAL OPTIMIZATION OF AMYLASE PRODUCTION BY PRIESTIA
MEGATERIUM SFA ISOLATED FROM POTATO PEELS: CHARACTERIZATION
OF AMYLASE AND POTENTIAL APPLICATIONS IN THE DETERGENT
INDUSTRY AND NANOPARTICLE SYNTHESIS

Fatma AKBAS

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Siimeyra GURKOK
Co-Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Murat OZDAL

Purpose: In this thesis, it was aimed to isolate amylase producing bacteria from potato peels,
to identify the isolate with the highest activity, to optimize the amylase production conditions
from this isolate, to determine the optimum working conditions of the enzyme, and to
investigate its potential for use in the detergent industry and nanoparticle synthesis.

Method: Among the bacteria isolated from potato peels, the best amylase producing isolate
was selected and identified by classical and molecular techniques. The optimal conditions for
amylase production were determined by the Box-Behnken design of the Response Surface
Methodology. The effects of temperature, pH, various metal ions, and solvents on the activity
of the enzyme were investigated. The potential of the amylase enzyme to remove starch-based
stains from fabrics was investigated by washing tests. Nanoparticles synthesized from AgNO3,
CoClz, CuSOg4, FeSOs4, MgSOs, MnSOas, Na2SeOs, NiCly and ZnSO4 salts using amylase
production fermentation broth were characterized by X-ray crystallography (XRD), Fourier
transform infrared spectroscopy (FTIR), scanning electron microscopy (SEM), and
transmission electron microscopy (TEM).

Results: Among the bacterial isolates, the highest amylase activity was obtained with Priestia
megaterium SFA (GenBank Accession No: OR415891.1). The highest amylase production was
obtained at 35 °C, pH 7.0, in the presence of starch and yeast extract, in a 3-day incubation
period. The optimum temperature for amylase activity was determined as 40 °C and pH 9.0.
The amylase was stable in the presence of various metal ions, reagents, solvents, and detergents.
The amylase enzyme was found to be able to remove starch and chocolate stains from fabric
pieces. Additionally, it was able to synthesize silver, selenium, magnesium, and copper
nanoparticles.

Conclusion: The conditions for amylase production by P. megaterium SFA bacteria using
potato peels were statistically optimized. The effect of various parameters on the enzyme
activity was determined. It was concluded that the amylase enzyme has the potential to be used
in the detergent industry and nanoparticle synthesis.

Keywords: Priestia megaterium SFA, Amylase, Starch, Potato Peel, Detergent Enzymes,
Nanoparticle Synthesis.

January 2024, 116 pages
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GIRIS

Enzimler biyokimyasal reaksiyonlarin  gerceklesmesini  saglayan  biyolojik
katalizorlerdir. Gorev aldiklar1 reaksiyonlar ve etki ettikleri substratlar bakimindan oldukga
spesifik biyomolekiillerdir. Canli hiicreler icerisindeki metabolik gorevlerinin disinda gida,
yem, deterjan, tekstil, medikal ve klinik, kagit, kozmetik ve alkol endiistrisi gibi bir¢ok

endiistriyel alanda kullanilmaktadirlar (Kog, 2015).

Mikrobiyal kaynakli endiistriyel enzimler arasinda bulunan proteaz, lipaz, kitinaz,
pullunaz, ksilanaz, seliilaz, lipaz, laktaz, katalaz ve amilaz gibi enzimler genelllikle deterjan,

gida, kagit, ilag, tekstil ve deri endiistrilerinde kullanilmaktadir (Kalpana and Pandian, 2014).

Amilazlar, enzim sektoriinde proteazlardan sonra en yiiksek pazar payna sahip
enzimlerdir. Diinya enzim pazarinin yaklasik %30 unu olusturmakta olup endiistriyel bakimdan
onemli enzimler arasindadir (Gupta et al., 2003; Vaidya et al., 2015). Amilaz enzimi, genis bir
endistriyel kullanim yelpazesi i¢inde 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu kullanimlar arasinda

gida, medikal, kagit, tekstil, deterjan ve biyoenerji endiistrileri one ¢ikmaktadir (Shad et al.,
2023).

Tez ¢alismasinin amact; endiistriyel alanlarda 6nemi giderek artan amilaz enziminin iyi
bir mikrobiyal kaynakla verimli ve ekonomik iiretimi ile iiretilen enzimin biyoteknolojik
uygulama alanlarinin arastirilmasidir. Bu amag dogrultusunda, ilk olarak patates kabuklarindan
amilaz iireten bakterilerin izolasyonu hedeflenmistir. izole edilen amilolitik bakteriler
arasindan en iyl amilaz {reticisinin secilmesi ve yine patates kabuklar1 substrat olarak
kullanilarak amilaz enziminin tiretimi hedeflenmistir. Hem atiklarin degerlendirilmesi hem de
maliyet agisindan daha ucuza amilaz enzimi elde edilmesi hedeflenmistir. Caligmanin bir baska
amaci da elde edilen enzimin karakterize edilen 6zelliklerine bagli olarak biyoteknolojik
kullanim alanlarmin arastirilmasidir. Ik olarak deterjan endiistrisinde kullanimina ydnelik
kumaslardaki ¢ikolata ve nisasta bazli lekelerin uzaklastirilmasina uygunlugu ve daha sonra

nanopartikiil sentezlemede potansiyelinin arastirilmasi hedeflenmistir.



KURAMSAL TEMELLER

Enzimler

Enzimler, hiicrelerdeki biyokimyasal reaksiyonlar1 katalize eden, ¢ogunlukla protein
yapida biyomolekiillerdir. Yiksek 0Ozgiilliikkleri, ekonomik olmalar1 ve g¢evre dostu

olmalarindan dolay1 endiistriyel olarak uzun siiredir kullanilmaktadirlar.

Enzimler bitki, hayvan ve mikroorganizmalardan elde edilebilse de endiistriyel enzim
tiretiminde genellikle mikrobiyal kaynaklar tercih edilir. Mikroorganizmalarin tercih edilme
sebepleri; mikroorganizmalarin yiizey alanlarinin hacimlerine gore daha genis olmasi, gesitli
tepkimeleri katalizleme yeteneklerinin olmasi, farkli ortamlara kolaylikla adapte olmalari,
ekonomik olmalari, tarama islemlerinin ¢cok daha kolay ve aktivitelerinin yiiksek olmasi, kisa
slirede sonug¢ alinmasi, fazla miktarda ve yiiksek saflikta iiretilebilmeleri, alerjik ve toksik

olmamalaridir (Horikoshi, 1999; Baltas, 2012).

Enzimler katalizledikleri tepkimelere gére Enzim Komisyonu tarafindan altt gruba

ayrilmaktadir (Boyce and Tipton, 2001).

1. Oksidorediiktazlar: Yiikseltgenme (oksidasyon) ve indirgenme (rediiksiyon)
tepkimelerini katalizleyen enzimlerdir.

2. Transferazlar: iki molekiil arasindaki atomlarin veya atom gruplarmin transferini
katalizleyen enzimlerdir.
Hidrolazlar: Hidroliz reaksiyonlarini katalize eden enzimlerdir.

4. Liyazlar: Hidroliz veya oksidasyon disinda bir yontemle substrattan bir grubu
uzaklastiran reaksiyonu katalize eden enzimlerdir.

5. Izomerazlar: Izomerizasyon tepkimelerini katalizler. Substratinda bir veya daha
fazla grubun yeniden diizenlenmesine neden olan enzim grubudur.

6. Ligazlar: Adenozin trifosfat (ATP)’nin yikimi ile yeni bir bagin sentezlenme

reaksiyonlarini katalize eden enzimlerdir.

Amilazlar

Hidrolazlar sinifinda olan amilazlar; glikojen ve nisasta molekiillerini hidrolize ederek
sonucunda glukoz tinitelerinden olusan kiiglik polimerleri, dekstrinler ve limit dekstrinlerini

olustururlar (Naidu and Saranraj, 2013).



Nisasta a-1,4 ve a-1,6 glukozidik baglariyla baglanmis yiiksek molekiil agirliklarina
sahip olan amiloz ve amilopektin denilen a-D-glukoz birimlerinden olusmaktadir. Amiloz diiz
zincir halinde bulunup nisasta agirliginin %17-34’{inii olustururken; amilopektin dallanmis bir
yaptya sahip olup nisasta agirliginin %70-90’1n1 olusturur. Nisasta, insan viicudundaki temel
besin bilesenlerinden biri olup bitkilerde polisakkarit seklinde depolanmasini saglar.
Dolayisiyla amilazlar gesitli gidalarin enzimatik islemlerinde kullanilir (Souza and Magalhaes,

2010).

OH

o-(1-4) bag Ho -

Amiloz Amilopektin
Sekil 1. Nisastanin kimyasal yapis1 (Fan and Picchioni, 2020°den Tiirkgelestirilmistir).

Nisastayr Hidrolize Eden Enzimler

Nisastanin enzimatik hidrolizinde endoamilazlar, ekzoamilazlar, dallanmig yapilari
hidrolizleyen enzimler ve transferazlar olmak tizere dort ¢esit enzim rol almaktadir (Pandey et

al., 2000; Sivaramakrishnan et al., 2006).

1- Endoamilazlar: Amiloz ve amilopektinin i¢ kisminda bulunan a-1,4 glukozidik
baglarii hidrolizleyen enzimlerdir.

2- Ekzoamilazlar: Amiloz ve amilopektinin dis kisminda bulunan a-1,4 ve a-1,6
baglarini hidrolizleyerek glukoz birimlerinin olusumunda gorev alan enzimlerdir.

3- Transferazlar: Verici molekiillerin a-1,4 glukozidik baglarini hidrolize eden yeni
glukozidik bir bag olusumuyla alict molekiillere aktararak nisastanin doniisiimiinii
gergeklestiren enzimlerdir.

4- Dallanmms yapilar1 hidrolize edenler: Amilopektin ve benzer polimerlerde

bulunan a-1,6 glukozidik baglarini hidrolizleyen enzimlerdir.
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Sekil 2. Nisastayi hidrolize eden enzimler (Van der Maarel et al., 2002’den Tiirkgelestirilmistir)

Amilazlarin Siiflandirilmasi
a-Amilazlar (Alfa-amilazlar)

Nisasta molekiiliindeki amiloz zincirini olusturan o-1,4 baglarim1 rastgele parcalar,
olusan bu kisa zincirler tekrar enzime maruz kalir ve son iiriin olarak glukoz ve maltozdan

olusan bir karisim meydana getirirler (Al-Bedak et al., 2022).

B-Amilazlar (Beta-amilazlar)

Ardisik maltoz birimlerini zincirlerin indirgeyici olmayan uglarindan uzaklastirmak igin
polisakkaritlerdeki a-1,4 glukozidik baglarin hidrolizini katalizlerler. Bir seferde iki glukoz
birimini uzaklagtirarak glukoz-glukoz baglarini kirar ve boylece maltoz tiretirler (Al-Bedak et
al., 2022).

Glukoamilazlar

Nisasta molekiiliiniin indirgeyici olmayan ug¢larindan glukoz birimlerini uzaklastiran bir
ekzoenzimdir. Diger amilazlardan farkli olarak glukoamilazlar, nisastadaki hem a-1,4 hem de
a-1,6 baglarini hidroliz edebilir. Ancak; a-1,4 baglarinin hidrolizi a-1,6 baglarinin hidrolizine
oranla 600 kat daha hizlidir (Al-Bedak et al., 2022).



a-Glukosidaz

Amiloz ve amilopektinin kisa zincirli oligosakkaritlere par¢alanmasiyla salinan a-1,4

baglarini hidrolize ederek serbest glikoz birimlerini olustururlar (Al-Bedak et al., 2022).

Amilaz Kaynaklari

Endiistriyel alanda sikca tercih edilen mikrobiyal amilaz iireticileri olsa da bitkisel ve

hayvansal kokenli amilaz tireticileri bulunmaktadir (Ban et al ., 2023).

Bitkisel amilaz iireticileri

Bitkisel kaynakli amilazlarda toksik olmama yonii dikkate alindigindan yenilebilir
bitkiler tercih edilmektedir. Arpa tohumlarinda bulunan nisasta igerigini maltoza doniistiirerek
maya tarafindan fermantasyonun baslamasini saglayan malt amilazi bitkisel kokenli en 6nemli
amilaz iireticisidir. Bu enzimin endiistriyel kullanim alani, 6zellikle bira ve i¢ki iiretimi gibi

fermente i¢eceklerin tiretiminde yaygindir (Tatar, 2007).

Hayvansal amilaz iireticileri

Hayvansal amilaz enzimi, hayvanlarda dogal olarak bulunan tavuk yumurtasi beyazi,
pankreas, domuz midesi ve gevis getiren hayvanlarin karin kismindan elde edilir. Endiistriyel
olarak yiyecek iiretiminde ve sindirim problemini gidermek amaciyla ila¢ sektoriinde

kullanilabildigi gibi pek ¢ok ticari alanda da kullanimi1 mevcuttur (Tatar, 2007).

Mikrobiyal amilaz iireticileri

Mikrobiyal kaynakli amilazlar bakteri, mantar, fungus gibi mikroorganizmalar
tarafindan dogal olarak iiretilir. Toksik olmamasi, ekonomik olmasi ve kisa siirede elde
edilebilir olusundan dolay1 endiistride sik¢a tercih edilen mikrobiyal enzimler a-amilaz,
glikoamilaz, proteaz ve glikoizomeraz enzimleridir (Baltas, 2012). Bakteriyel amilazlar
kullanim amacina gore asidofilik, alkalofilik ve termofilik bakterilerden elde edilebilmektedir
(Rehman and Saeed, 2015). Bakteriler tarafindan iiretilen amilazlar genellikle Bacillus spp. (B.
subtilis, B. mesentericus, B. coagulans, B. licheniformis, B. vulgaris, B. megaterium, B. cereus)
bakterileri tarafindan tretilmistir. Amilaz iireticisi mantar tiirlerine 6rnek olarak Aspergillus
cinsinden A. oryzae, A. awamori, A. kawachii, A. fumigatus, A. flavus ve A. niger verilebilir
(Farooq et al., 2021).

Amilazlarin Endiistriyel Kullanim Alanlan

Endiistriyel enzim piyasas1 7 milyar dolarlik bir degere sahip ve yillik %4 biiyiime
oraniyla hizli bir biiylime gostermektedir (Zhu et al., 2023). Amilazlar katalizledikleri
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reaksiyonlar sayesinde endiistriyel uygulama alanlari agisindan enzim piyasasinin biiyiik
kismini olusturmaktadir. Gida endiistrisinde nisastanin sivilastirilmasinda, yiiksek fruktoz
igeren surup ve maltoz imalatinda, oligosakkarit karisimlarinin imalatinda, firmncilik ve ¢ikolata
endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Wang et al., 2020; Farooq et al., 2021). Tekstil
endiistrisinde nisasta hasil maddesinin tekstilden ¢ikarilmasinda (hasil sokme) ve sivilastirmada
kullanilir (Mojsov et al., 2012). Biyo-enerji endiistrisinde nisastanin dogrudan etanole
fermantasyonunda ve biyoyakit iiretiminde kullanilir (Arya et al., 2022). Bunlar disinda kagit
enddistrisi, deterjan endiistrisi ve medikal endiistri gibi bazi endiistri kollar1 amilaz enziminin
endiistriyel kullanim alanlari arasinda sayilabilir (Gurkok, 2019; Farooq et al., 2021; Shad et
al., 2023).

Deterjan endiistrisi

Onemli endiistriyel alanlardan biri olan deterjan sektorii uzun yillardir deterjan
formiilasyonunu gelistirmek ve yikama performansini artirmak amaciyla c¢esitli enzimleri
kullanmaktadir. Proteazlar, lipazlar ve seliillazlar gibi amilazlar da deterjan endiistrisinde
siklikla kullanilan enzimlerdir (Gurkok, 2019; Hemsinli, 2022; Yilmaz, 2023; Hemsinli and
Gurkok, 2024). Deterjan endiistrisinde en ¢ok tercih edilen proteazlar kan, yumurta, ter ve ¢im
lekesi gibi protein kaynakli lekeleri gidermede kullanilirken (Tekin, 2020; Hemsinli and
Gurkok, 2024), lipazlar 6zellikle pamuklu ve polyester karigimli kumaslardan yag lekelerinin
¢ikarilmasinda kullanilmaktadir (Kalkan, 2017; Gurkok and Ozdal, 2021). a-Amilazlar deterjan
sektoriinde biiyiik bir 6neme sahip olup endiistride proteazlardan sonra en ¢ok tercih edilen
enzimlerdir. Deterjan formiilasyonlarinda piring, makarna, sos, patates, misir, ¢ikolata, bebek
mamasi gibi nisasta bazl lekeleri ¢ikarmak i¢in kullanilir (Gurkok, 2019; Sharma et al., 2022).
Diisiik sicakliklarda gosterdigi aktiviteden dolayr 1975°ten beri temizlik piyasasindaki sivi
deterjanlarin %90’mda amilaz enzimi bulunmaktadir. Genellikle mikrobiyal kaynakli olup

cogunlukla Bacillus ve Aspergillus 'tan elde edilir (Gupta et al., 2003; Vaidya et al, 2015).

Nisastanin Sivilastirilmasi

Nisastanin sivilagtirilma isleminde enzimler kullanilmaktadir. Enzimler nisasta
molekiillerine direkt etki edemez. Enzimatik katalizler sadece jelatinlestirilmis nisastayi
etkilemektedir. Jelatinlesme islemi sicaklik, zaman ve molekiil boyutuna bagli olmaktadir.
Cozeltideki sicaklik arttiginda nisasta graniillerinin yapist degisip suyla siser ve patlar.
Sonucunda nisasta jeli olusur (Brandam et al., 2003). Amiloz ve amilopektin yapisinda bulunan

a-1,4 baglarinin kirilmasi ile jelatinlestirilmis nisasta glukoz, maltoz ve dekstrinlere hizli bir



sekilde parcalanir. Jelatinlesme sonrasinda viskozite artmaktadir. Nisastay1 sivilastirmak ve

viskoziteyi azaltmak i¢in a-amilaz enzimleri kullanilmaktadir (Saini et al., 2017).

Fruktoz surubu ve maltoz iiretimi

Nisasta iceren bitkilerin dogrudan besin kaynagi olarak kullanilmasinin yanisira,
kimyasal veya enzimatik olarak nisasta hidrolizatlar1, glukoz suruplari, fruktoz, nisasta veya
nisasta gibi ¢esitli farkli tirtinlere dondstiiriiliir (De Baere, 1999). Yiiksek fruktoz bulunduran
suruplar, glukoz izomeraz enziminin glukozu hidrolize etmesiyle olusur. Hidroliz islemlerinde
sirasiyla nisastanin sivilastirilmasi, sakkarifikasyon ve izomerizasyon basamaklari gergeklesir
ve glukozlar olusur (Parker et al., 2010). Nisastanin sivilastirilmasinda bakteriyel a-amilaz
enzimi kullanilirken sakkarifikasyon islemlerinde fungal a-amilazlar kullanilmaktadir (Goyal
et al., 2005).

Nisastanin hidrolizlenmesi ile olusan maltozlar seker surubunun en 6nemli bilesenini
olusturan disakkaritlerdir. Higroskopik olmamasindan dolayr gidalarda tatlandirici olarak

kullanilir (Saini et al., 2017).

Gida endistrisinde amilazlar

Gida endiistrisinde amilazlar, nisasta ve karbonhidrat i¢eren triinlerin islenmesinde
onemli yere sahiptir. Firincilikta, ekmek ve hamur isleri liretiminde, amilaz mayalanma siirecini
hizlandirarak hamurun kabarmasini ve gevsemesini saglar. Boylece ekmek bayatlamasini 6nler
(Tiwari et al., 2015). Seker imalatinda, amilazlar nisastay1 glukoza dontistiirerek seker tiretimini
gerceklestirir. Sekerlemelerin ve tatlilarin yapiminda, nigasta bazli seker iiriinlerinin dokusunu
ve kivamini iyilestirir (Gupta et al., 2003). Meyve suyu iiretim asamasinda olusan bulanikligi
giderir (Li et al., 2005). Bira ve alkollii i¢eceklerin iiretiminde, amilaz malttaki nisastay1
pargalayarak mayanin fermantasyon i¢in kullanabilecegi glukoza doniistiiriir (Chen et al.,
2023). Nisasta tirtinlerinin islenmesinde, amilaz nisastay1 glukoz ve maltoza doniistiirerek bazi
tirtinlerin tat 6zelliklerini iyilestirir. Siit bazli {irinlerin islenmesinde de kullanilan amilazlar
Ozellikle baz1 siit tatlandiricilar1t ve yogurt iiretiminde etkilidir. Ayrica, amilaz enziminin
etkisiyle serbest kalan maltodekstrinler, buz kristallerinin olusumunu yavaslatarak dondurma
ve diger dondurulmus gidalarin daha uzun siire taze kalmasini saglar. Konserve ve hazir gida
tiriinlerinin iretim islemlerinde nisasta ve karbonhidrat igeriklerini islemek i¢in de amilaz

kullanilir (Demirkan et al., 2005; Tatar, 2007; Baltas, 2012; Hussain et al., 2013).



Biyoyakit endiistrisi

Diinyada en yaygin biyoyakit olan etanol nisastali ve lignoseliilozik substratlardan
iretilebilmektedir. Tahil, patates ve kiispe gibi nisastali maddeler, etanol iiretimi i¢in fermente
edilebilir hammadde liretmek amaciyla a-amilaz ile muamele edilmektedir (Escaramboni et al.,
2018). Nisasta molekiilleri mikroorganizma veya a-amilaz tarafindan sekere dondstirdlir.
Saccharomyces cerevisiae mayasi, sekeri fermantasyon yoluyla etanole doniistiiriir (Mojsov
2012). Nisastali maddeler, kolaylikla temin edilebilir olusu ve ekonomik yénden ucuz olmalari

sebebiyle etanol liretiminde substrat olarak siklikla tercih edilir (Elyasi Far et al., 2020).

Tekstilde nisastanin giderimi

Nisasta macunu, tekstil sektoriinde dokuma islemi sirasinda iplige dayaniklilik
kazandirmak ve stirtinmeden kaynaklanan iplik kaybini dnlemek amaciyla kullanilir. Kumagin
plirlizsliz hale getirilmesi i¢in nisasta tabakasi, amilaz enzimi kullanilarak kaldirilir. o-
Amilazlar, tekstil endiistrisinde hasil sokme ve boyama 6ncesinde nisastanin ¢ikarilmasi igin

kullanilir (Al-Amri et al., 2022).

Kagit endiistrisi

Kagit endistrisinde nigastayla kapl kagitlar a-amilazlar ile hidroliz edilerek nisasta
uzaklastirilir (Saini et al., 2017). Kaplama proseslerinde kullanilan nisasta, kagidin yiizeyini
yumusak hale getirerek kagit yiizeyinin dayanikliligini artirir. Dolayisiyla, kagidin yazim
kalitesi daha iyi hale gelir. Nisasta viskozitesi bu islemler esnasinda gok yiiksek oldugundan

mikrobiyal amilazlar kullanilmaktadir (Souza and Magalhaes, 2010; Hussain et al., 2013).

Nisasta isleme tesislerinde atik sularin aritilmasi

Gida isleme tesislerinin ¢ikardigi atiklar yiiksek oranda nisasta kirliligine sahiptir.
Mikrobiyal amilazlar, gida islemesi sonucu olusan atik suyun biyoteknolojik aritiminda

kullanilir (Aiyer, 2005).

Tip ve ila¢ sektorii

a-Amilazlar, baz1 hastaliklarin (diabetes mellitus, dis c¢iiriimesi, hiperlipidemi vb.)
tedavi ilaglarinin gelistirilmesinde bir hedef olarak kullanilir (da Silva et al., 2013). Ayrica,
insan serumu ve idrarindaki a-amilaz aktivitesinin 6l¢iimii pankreatik hastaliklarin teshisinde

uygulanan bir yontemdir (Tran et al., 2014).



Nanopartikiil sentezi

Nanoteknoloji, tip, dis hekimligi, ilag salinim sistemleri, eczacilik gibi birgok
biyomedikal uygulamalar ile ¢evre ve miihendislik alanlarinda yaygin olarak kullanilan
gelismis bir teknoloji dalidir. Nanopartikiiller (1-100 nm boyutunda), nanoteknolojinin temel
yapi taglar1 olarak goriilmektedir. Giimiis, altin, ¢inko gibi metallerin kullanilmasiyla hazirlanan
metalik nanopartikiiller genis kullanim alanma sahiptir. Ozellikle giimiis nanopartikiiller,
gostermis olduklar1 antimikrobiyal aktiviteleri nedeniyle saglik uygulamalarinda en ¢ok tercih

edilen nanopartikiillerden biridir (Ozdal and Gurkok, 2022a).

Nanopartikiiller dogal olarak olusabilir veya farkli fiziksel, kimyasal ve biyolojik
yontemler kullanilarak sentezlenebilirler. Ilk iki yontem tehlikeli ve toksik kimyasallarin
kullanimi, diisiik verimlilik ve yiliksek sicaklik-enerji tiiketimi gibi dezavantajlara sahiptir
(Ozdal and Gurkok, 2022b). Bu nedenle ¢evre dostu iiretim tekniklerine ihtiya¢ duyulmaktadir.
Yesil sentez cevre dostu ve biyouyumlu nanopartikiillerin elde edilmesini saglayan hizli ve
diisiik maliyetli bir yontemdir. Genellikle funguslar, bakteriler, algler ve bitkiler yesil sentezde
kullanilirlar (Ozdal and Gurkok, 2022b). Bitkilerin igerdigi fitokimyasalllar da yesil sentez ile
daha kararli, ekonomik ve genis uygulama alania sahip nanopartikiillerin elde edilmesine
olanak saglamaktadir. Bal, polen, propolis ve ar1 siitii gibi fitokimyasallarca zengin ar1 tirlinleri

de yesil sentez ile nanopartikiil elde edilmesine olanak saglamaktadir (Keskin et al., 2022).

Son yillarda yapilan calismalarda, bazi enzimler kullanilarak da nanopartikiil
sentezlenebilecegi gosterilmistir. Verma et al. (2022) yaptiklar1 ¢alismada a-amilaz enzimini
kullanarak giimiis nanopartikiiliiniin sentezlenebildigini belirtmistir. Caligmalarinda ticari saf
amilaz enzimini kullanarak giimiis nitrati indirgeyerek kararli giimiiy nanopartikiilleri

sentezlemislerdir (Verma et al., 2022).

Farkli bir caligmada, A oryzae a-amilazi kullanilarak TiO2
nanopartikiillerinin biyosentezi rapor edilmistir (Ahmad et al., 2015). Bagka bir ¢alismada ise
alkalifilik bakteri olan Bacillus horikoshii AJM-A1 tarafindan giimiis nanopartikiillerinin
sentezlenebildigi ve direngli biyofilmlere kars1 potansiyel uygulama i¢in a-amilaz ile konjuge

edilebilecegi gosterilmistir (Abeleda et al., 2020).

Atik Maddelerin Amilaz Uretiminde Degerlendirilmesi

Kiiresel niifustaki artig, gida arzina olan talebin yani sira diizenli olarak biiyiik miktarda
gida atif1 dlireten gida dretim endiistrilerinin de O©nemli Olglide artmasina neden
olmustur. Tarimsal endiistriyel atiklar, eski ¢aglardan bu yana tiim diinyada biiytik ilgi gérmiis,

bu tiir atiklar genellikle ¢ope atilmakta veya yakilmakta ve insan sagligi ve ¢evre i¢in tehdit



olusturmaktadir. Bu durum her zaman ciddi bir endise kaynagi olmustur. Bununla birlikte, gida
atiklar1 karmasik karbonhidrat, protein, lipit, vitamin, mineral ve liflerin 6nemli bir kaynagidr.
Dolayisiyla biyoyakit, enzim, biyoaktif bilesik, biyolojik olarak pargalanabilen plastik iiretimi
gibi cesitli endiistriyel amaglara yonelik hammaddelerin imalatina yardimet olur. Bu nedenle
gida atiklarinin  g¢evre sorunlarini azaltacak katma degerli iirlinlere doniistliriilmesi

gerekmektedir (Naik et al., 2023).

Substrat olarak %1,5 nar kabugunun kullanildig: bir ¢calismada A. terreus SS_RS-NE
susu tarafindan 5 giinliik inkiibasyon siiresinde 30 °C sicaklikta ve pH 6,0’da 339 U/mL verimle
amilaz enzimi aktivitesi gézlemlenmistir. Uretilen ham enzim %80 amonyum siilfatla kismen
saflastirilmis ve ardindan diyaliz uygulanmistir. Enzim aktivitesi, amonyum siilfat ¢cokeltme ve

diyaliz kullanilarak sirasiyla 1246 U/mL ve 2411 U/mL olmustur (Ahmed et al., 2020).

Patates kabugu atiklarinin (PPW) yonetimi sorunu, Avrupa’daki patates endiistrilerinde
onemli endiselere neden olmakta, dolayisiyla entegre, ¢evre dostu bir ¢oziimiin belirlenmesi
ihtiyacini ortaya koymaktadir. Patates kabugu, patates isleme tesislerinden kaynaklanan sifir

degerli bir atiktir (Arapoglou et al., 2010).

Patates atiklarinin hidrolize edilmesinin arastirildig1 bir ¢alismada anaerobik sindirim
siireci yoluyla patates kabuklarindan biyogaz iiretiminin artirllmasi amaglanmistir.
Arastirmada, Rhizopus stolonifer mantar1 tarafindan patates atiklarinda amilaz {iretimi igin
optimal kosullarinin 30 °C sicaklikta, 6,0 pH’da, 3 g/L maya 6ziitii konsantrasyonu ve 2 mL
inokulum konsantrasyonu ile 8 giin inkiibasyon siiresi oldugu rapor edilmistir (Almuhayawi et
al., 2023).

Anto et al. (2006) substrat olarak bugday kepegi ve piring gevregi iiretim atiklarini
kullanarak B. cereus MTCC 1305 tarafindan kati1 hal fermantasyonu altinda a-amilaz tiretimini
arastirmiglardir. En yiiksek enzim tretiminin bugday kepeginde 94 U/g aktiveyle oldugunu
gozlemlemislerdir. Uretim parametrelerinde inokulum konsantrasyonunun %10 ve
substrat:nem oranin1 1:1 olarak optimize etmislerdir. Ekledikleri farkli karbon kaynaklari
arasinda, glukoz 122 U/g enzim iiretimi gostermistir. Optimum a-amilaz enzim aktivitesi 55 °C

ve pH 5’te gézlenmistir. 75 °C’de enzim, 55 °C’ye kiyasla %90 aktivite géstermistir.

A. niger susu ile ¢ay atiklarinin kullanildig1 bir ¢alismada glukoamilaz iiretiminin 30
°C’de 96. saatte gergeklestigi bildirilmistir. Yine bu g¢alismada kullanilan farkli karbon
kaynaklar1 arasinda en iyi glukoamilaz aktivitesinin sakkarozda oldugu ve farkli azot
kaynaklarindan da malt ekstresinin yiiksek aktiviteye neden oldugu belirtilmistir (Selvakumar
et al., 1998).
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B. licheniformis DM-03 ile yapilan bir ¢aligmada patates kabugundan 72 saatlik

inkiibasyon sonunda alkalin a-amilaz enzimi tiretilmistir (Mukherjee et al., 2009).

Saha ve Mazumdar (2019), amilaz enzim iiretimi i¢cin Kuzey Universitesi yakinlarinda
atik ve yerel pazardan topladiklari patates kabugu, seker kamisi kiispesi, limon tiirevi olan
mosambi kabugu, portakal kabugu, misir kepegi, muz kabugu, hindistan cevizi kabugu, su
stimbiilii, bugday kepegi ve piring kepegi gibi tarimsal kalintilar1 karbon kaynagi olarak
kullanmustir. B. cereus amy3 izolatinin kullanildigi ¢alismada en yiiksek aktivite 3122 1U/mL
ile %1,75 mosambi kabugunda goriilmiistiir. Optimum pH 7,0 olarak belirlenmis ve optimum
inkiibasyon sicakli1 37 °C olarak kaydedilmistir. Inkiibasyon siiresi 48. saatte belirlenmis ve

inokulum konsantrasyonunun %3 oldugu bildirilmistir.

Al-awsy et al. (2017) yaptiklar bir ¢aligmada amilaz iretimini arttirmak amaciyla B.
licheniformis CT5, B. subtilis CT22 ve B. licheniformis CT39 suslarinin besi ortamlarina %1
oraninda bugday kepegi, kirik piring, bugday samani, patates kabugu ve piring kabugu
eklemislerdir. Her {i¢ bakterinin de en yiiksek amilaz iiretim aktivitesinin patates kabugu
varliginda oldugunu belirterek amilaz aktivitelerinin B. licheniformis CT5’in 59.3 U/mL, B.
subtilis CT22’nin 87.2 U/mL ve B. licheniformis CT39’un 51.6 U/mL oldugunu bildirmislerdir.

Patates Kabuklari

Patates mahsulii, diinyanin en biiyiik ii¢lincli mahsuliidiir ve gelismekte olan iilkelerde
hayati bir besleyici gida kaynagi olarak kabul edilmektedir. Son zamanlarda, patates
endiistrisinin biiyliyen gelisimi, patates liretimindeki kiiresel artisa baglanmaktadir ve sonug
olarak diinya ¢apinda gida giivenligini garanti etmektedir. Yani, patateslerin iglenmesi sirasinda
bliylik miktarlarda patates kabugu atiklar1 olusurken, patates agirliginin yaklasik %8’1 atik
madde olarak iretilmektedir. Diinya capinda yilda yaklagik 370 milyon ton patates kabugu
atiginin ortaya ¢iktig1 bildirilmistir ve patates endiistrilerinden kaynaklanan bu atiklardaki artis,

ciddi ¢evre ve bertaraf sorunlarina yol agmaktadir (Almuhayawi et al., 2023).
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Tablo 1. Patates Kabugu Atiklarinin (PPW) Kimyasal Bilesimi (Rodriguez-Martinez et al.,
2023)

Bilesen Icerik (g/100 g kuru PPW)
Glukan 4,42 +1,32
Nisasta 46,18 +£ 0,44
Ksilan 5,72 +0,10
Arabinan 0,87 +£0,10
Asetil gruplari 0,33 £0,02
Lignin 3,12+0,45
Uronik asitler 2,21+0,23
Protein 10,88 £ 0,16
Kiil 7,02 +0,09
Ekstraktlar 6,67 = 0,24
Nem 1,14+ 0,31

Priestia megaterium

P. megaterium, Gram-pozitif bir bakteri tiiriidiir. Onceden B. megaterium olarak bilinen
bu bakteri 1884 yilinda De Bary tarafindan kesfedilmistir (De Bary, 1884). 2.5 x 10 um’ye
kadar olan biiyiik boyutuyla “megaterium” kelime anlamiyla “biiyiik canavar” demektir (Vary
et al., 2007).

Gupta et al. 2020 yilinda Bacillus tiirlerinin evrimsel iligkilerini ve siniflandirmasini
netlestirmek amaciyla, 300°den fazla Bacillus genomu iizerinde kapsamli bir filogenetik ve
karsilagtirmali analiz gergeklestirmistir. Birden fazla genom o6l¢eginde filogenetik agaglar
yeniden olusturarak Bacillus tiirlerinin farkli monofiletik kladlarin1 tanimlamis ve genomlarin
protein dizileri ilizerinde detayli analizler yaparak her bir tanimlanan kladin 6zgii Conserved
Signature Indels’leri (CSI) belirlemislerdir. Yeniden olusturulan agaglarda, ¢ogu Bacillus
tiirliniin  stirekli olarak 17 yeni belirgin klad olusturdugunu gostermislerdir. Yaptiklari
calismada gii¢lii filogenetik ve molekiiler kanitlara dayanarak, bu 17 Bacillus tiirii kladinin yeni
cinsler olarak taninmasi gerektigini 6nermislerdir. Bu tiirlerden biri olan Megaterium tiiriine
Priestia cins isminin verilmesini 6nermislerdir. Gegerli olarak yaymlanmis adlara sahip
Bacillus tiirleri B. megaterium, B. abyssalis, B. aryabhattai, B. endophyticus, B. filamentosus,

B. flexus ve B. koreensis 'tir.

Liu etal., (2023), yaptig1 bir ¢alismada P. megaterium P-NA14 ve P. megaterium D-

HT207 sirastyla patates yumrusu ve dendrobium (orkide) sapindan izole edilmistir. Her iki
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susun antimikrobiyal aktiviteleri arastirllmis ve P. megaterium P-NA14’iin dendrobium
patojeni tizerinde daha giiglii bir inhibisyon etkisi sergilerken, P. megaterium D-HT207’nin

patatesin patojeni lizerinde daha giiclii bir inhibisyon etkisi sergiledigini gostermistir.

Amilaz Enzimiyle Daha Once Yapilan Cahsmalar

Enzim iiretiminde farkli mikroorganizmalar kapsamli bir sekilde arastirilmistir (Ivanova
et al., 2001). Bu mikroorganizmalardan B. megaterium, B. thuringiensis, B. licheniformis, B.
alvei, B. cereus, B. subtilis, B. circulans, B. macerans, B. stearothermophilus, B.
amyloliquefaciens, B. globisporus ve B. coagulans bakteri izolatlarinin nigasta pargalayabilen

enzimlerin tiretilmesinde etkili oldugu bildirilmistir (Claus and Berkeley, 1986).

Chhajed et al. (2023), yer fistig tarlasi topraklarindan izole ettikleri bakterinin Bacillus
sp. oldugunu dogrulamis ve amilaz iiretiminde pH, sicaklik, inkiibasyon siiresi ve karbon
kaynaklar1 gibi ¢esitli tiretim parametrelerinin etkilerini test etmislerdir. Karbon kaynagi olarak
glukoz, azot kaynagi olarak maya ekstraktin1 kullanmislardir. Optimum inkiibasyonu 48 saat
olarak tespit etmislerdir. Amilaz iiretimi i¢in en uygun ortamin 39 °C sicaklikta ve 6,5 pH

degerinde oldugunu bildirmislerdir.

Almuhayawi et al. (2023), atik patates kabuklarindan amilaz iiretimi i¢in yaptiklari
calismada R. stolonifer mantar tiirii ile ¢alisip maksimum enzim tiretiminin 30 °C’de 62,65
U/mg protein oldugunu kaydetmislerdir. Kiiltlir ortamimin pH degerinin 4,0 ile 6,0 arasinda
artmastyla amilaz veriminin arttigini bildirmislerdir. En yiiksek amilaz iiretimi olan 64,50 U/mg
protein i¢in optimum periyoda inkiibasyonun 8. giliniinde ulasilmistir. Azot kaynagi olarak
maya ekstraktinin en yiiksek amilaz {iretimine sahip en iyi substrat (66,70 U/mg protein)
oldugunu gozlemlemislerdir. Maya ekstraktinin R. stolonifer tarafindan amilaz iretimi
tizerindeki etkisi arastirilmis optimum konsantrasyonunun 79,15 U/mg aktivite ile 3 g/L
oldugunu belirtmislerdir. En yiiksek amilaz iretimi (91.17 U/mg) 2 mL’lik inokulum

kullani1ldiginda elde edildigini rapor etmislerdir.

Niyomukiza et al. (2022), B. subtilis W3SFRS ile yaptiklari ¢alismada amilaz enzimini
30-50 °C ve pH 6-9 arasinda iretmislerdir. Kismen saflastirilmig B. subtilis W3SFR5
amilazinin molekiiler agirligini 65 kDa ve maksimum 6zgiil aktivitesini 216.02 U mg-L olarak
bulduklarin1 bildirmislerdir. Enzimin optimum sicakligin1 60 °C, pH degerini ise 9,0 olarak
belirlemiglerdir. W3SFRS amilazini, 50-70 °C sicaklikta ve pH 7,0-9,0 araliginda aktif olarak
stabil bulmuslardir. Ayrica, 5 mM Fe?* W3SFRS5 amilaz aktivitesini artirdigini belirtmislerdir.
Enzim aktivitesinin Tween 20 varhiginda %4,9 artig gosterirken Tween 80 varliginda %26

oraninda arttigin1 gézlemlemislerdir. EDTA ve SDS varliginda ise amilaz aktivitesinde diisiis
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oldugunu bildirmislerdir. Ayrica saf hale getirilen enzimin, ticari olarak bulunan ¢amasir
deterjanlariyla uyumlu olup olmadigini gostermek icin incelemislerdir. W3SFRS amilazinin,
ticari siv1 deterjanlarin tiimiine karsi miikemmel stabilite gosterdigini ve 37 °C’de 30 dakika

inkiibasyon sonrasinda aktivitesinin %90’dan fazlasin1 korudugunu bildirmislerdir.

Naramchimeg et al. (2019), B. subtilis M4 susundan amilaz enziminin iiretimi iizerine
inkiibasyon siiresi, inkiibasyon sicakligi ve ortam pH’sinin etkileri belirlenmistir. Bakterinin
optimum inkiibasyon sicakligi 35 °C’de tespit edilirken enzimin aktivite degeri 0,557 U/mL
olarak bulunmustur. Optimum pH degerinin 7,0 oldugu belirlenmis ve aktivite degeri 0,646
U/mL olarak kaydedilmistir. Bakterinin optimum inkiibasyon siiresi 72 saat olarak belirlenmis

ve enzim aktivite degerinin 0,799 U/mL oldugu tespit edilmistir.

Padmavathi et al. (2018), yaptig1 bir ¢aligmada lor, siit ve sigir kolostrumundan elde
ettikleri probiyotik laktik asit bakterilerinden amilaz tiretimi gergeklestirmisler ve bu enzimi
kismen saflastirmislardir. Yapilan ¢alismada en yiiksek amilaz aktivitesinin Lactobacillus sp.
G3 4 1TO2 izolatina ait oldugu belirlenmistir ve enzimin aktivite degeri 88,9 U/mg olarak
kaydedilmistir. Sonug¢ olarak bu izolatin hem probiyotik bir bakteri oldugu hem de amilaz

enzimi liretme yetenegine sahip oldugu gosterilmistir.

Paul et al. (2017), yaptiklar bir ¢alismada Bacillus sp. MB6 susundan amilaz enzim
iiretimini arastirmiglardir. Enzim iiretim sartlar1 belirlenmis ve pH degerinin 6,0, sicakligin 37
°C ve inkiibasyon siiresinin 48 saat oldugunu belirtmislerdir. Enzim aktivitesinin optimum pH
degerinin 6,0 ve optimum sicaklik degerinin 55 °C ve optimum reaksiyon siiresinin 30 dakika

oldugunu bildirmislerdir.

Michelin et al. (2010), Paecilomyces variotii mantarindan elde ettikleri a-amilaz
enzimini saflastirmis ve molekiil agirligini 75 kDa olarak bulmustur. Enzimin optimum sicaklik
degerinin 60 °C, optimal pH degerinin ise 4,0 oldugunu bildirmislerdir. Bunlara ek olarak

enzim aktivitesini artiran iyonlarm Co*? ve Ca*? oldugunu belirlemislerdir.

Chakraborty et al. (2009), az ¢alisilmis deniz Streptomyces sp.’den amilaz iirettiklerini
bildirmislerdir. Enzimin %2 sakkaroz, %0,15 malt ekstrakti ve %0,35 pepton igeren bir ortamda
iretildigini belirtmislerdir. Enzim iiretimi ve aktivitesi i¢cin en uygun sicakligin 45 °C oldugunu
ve enzimin 85 °C’de aktivitesinin neredeyse %50’sini korudugunu belirlemiglerdir. Enzim
aktivitesinin ticari deterjanlar ve oksidanlarin varliginda dahi korundugunu gézlemlemislerdir.
Kismen saflagtirilmis enzim aktivitesinin 113,64 U/mg oldugunu kaydetmislerdir. SDS-PAGE
ve zimogram aktivite boyamasinin, 66 kDa’lik bir molekiiler agirliga karsilik gelen tek bir bant
gosterdigini rapor etmislerdir. Ayrica elde ettikleri a-amilazin, ticari deterjanlarin varliginda ve

On inkiibasyona tabi tutuldugunda orijinal aktivitesinin %35-70’ini korudugunu bildirmislerdir.
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Amilaz Uretiminde P. megaterium flgili Yapilan Cahsmalar

Fincan ve Enez (2022) yaptiklar1 ¢alismada bakteriyi Ergani Makam Dagi’ndan izole
etmigler ve 16S rRNA analizi sonucunda izolat B. megaterium MD-1 olarak tanimlanmstir.
Bakteri ve enzim fliretimi i¢in en uygun kosullart 48 saat, 35 °C ve pH 7,0 olarak
belirlemislerdir. Maksimum enzim aktivitesini 40 °C ve pH 8,0’da optimize etmislerdir. Besin
maddesine ilave edilerek cesitli karbon ve azot kaynaklarinin enzim iiretimi {izerindeki
etkilerini aragtirmiglar sonug¢ olarak karbon kaynaklarinin, 6zellikle sakkaroz, fruktoz ve
laktozun enzim {iretimini %75 oraninda inhibe ettigini; glukoz, galaktoz ve nisastada ise
herhangi bir degisikligin olmadigini bildirmislerdir. Ayrica azot kaynaklarindan iire ve sodyum
nitratin enzim tretimi tizerinde inhibe edici bir etkisi oldugunu; pepton, tripton, amonyum
stilfat, amonyum kloriir, amonyum nitrat ve maya Oziitiiniin ise boyle bir etki gostermedigini
belirtmislerdir. En yiliksek amilaz {ireten azot kaynaklarinin pepton ilavesi ile elde ettiklerini

bildirmislerdir.

Abimbola (2022) yaptigi ¢alismada manyok ¢Opliigii topraklarindan B. megaterium-
ISA08 susunu izole etmistir. Bakterinin en yiiksek amilaz iiretim ve aktivitesinin 60 °C
sicaklikta, pH 6,0 - 8.0’de, 140 rpm’de, karbon kaynagi olarak patates nisastasi ve azot kaynagi
olarak maya oziitii kullanildiginda goriildiigiinii belirlemistir. Optimize edilmis kosullarda
maksimum ekstraseliiler a-amilaz {iretiminin 284 U/mL ve o6zgiil aktivite 22.81 U/mg
gosterdigini bildirmistir. Tween 20 ve Tween 80 reaktiflerinin varliginda amilaz tiretiminde

artis oldugunu gézlemlemistir.

Rodrigo et al. (2022) c¢alismalarinda B. megaterium ATCC 14581 izolatinin amilaz
tiretim kapasitesinin belirlenmesini amaglamislardir. Bu dogrultuda amilaz iiretimini optimize
etmek icin farkli inkiibasyon siirelerini test etmislerdir. En 1y1 enzim {iretimin 24 saatte 30 °C,
150 rpm’de ve baslangic pH degerini 7,0 olarak bulmuslardir. Enzim aktivitesinin en iyi
45 °C’de oldugunu bildirmislerdir.

Tablo 2. P. megaterium Bilimsel Siniflandirilmasi

Alem Bacteria

Sube Bacillota
Smif Bacilli

Takim Bacillales
Familya Bacillaceae
Cins Priestia

Tiir P. megaterium
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MATERYAL VE YONTEM

Materyal

Mikroorganizmalar

Tez calismasinda kullanilan bakteri izolatlari, pazar ve manavdan temin edilen

patatesten izole edilmistir. Patatesler buzdolabinda ve oda sicakliginda olmak tizere iki farkli

yerde es zamanli olarak 15 giin boyunca bekletilmistir. Siire sonunda patates pargalar1 steril

cam tiiplerde bulunan distile suya konulmustur. Belirli oranlarda seyreltmeler yapilmistir.

Kullanilan cihazlar

Tablo 3. Calismada Kullanilan Cihazlar

Cihazlar Marka/model
Calkalamal1 inkiibator Binder BD53
Buzdolab1 Siemens KS 42431
Derin dondurucu Argelik

pH metre
Manyetik karistiric
Hassas terazi
Spektrofotometre
Su banyosu
Santrifiy

Etiiv

Distile su cihaz
Vorteks

Otoklav
Mikroskop
Steril Kabin

Sogutmali santrifiij

InoLab pH730 wtw Series

Daihan Scientific MSH 20A

Enver

UV mini-1240 UV-VIS Shimadzu

CB2 5Q2, Grant Instruments Ltd., Barrington
Hereus Christ Hereus Christ UJ 111
Elektro-ma

GFL 2004

Heidolph Reax Top

HMC Hirayama Hiclava HV-50L
Olympus Europa SE & CO. KG
Esco AC2-4E1

Zentrifugen D-78532
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Kullanilan kimyasallar

Tablo 4. Calismada Kullanilan Kimyasallar

Kimyasallar Marka

NaOH (SodyumHidroksit) Carlo Erba
Tris-HCI Merck
CH3COOH (asetik asit) Merck

NaCl (Sodyum Klortir) Merck
CH3COONa (sodyum asetat) Carlo Erba
Glisin Merck
Gliserol Merc

Tris Merck
CuS04.5H20 (Bakir Siilfat) Merck

HCI (Hidroklorik Asit) Merck

(NHa4)2 SO4 (Amonyum Siilfat) Teknik

ZnS04 Sigma Aldrich
MnSQO4 Sigma Aldrich
MgSO4 Sigma Aldrich
FeSO4 Sigma Aldrich
CoCl; Sigma Aldrich
AgNOs3 Sigma Aldrich
Na.SeO Sigma Aldrich

Kullanilan ¢ozelti ve tamponlarin hazirlanislar

Gliserol stok cozeltisi (%25): Bakterilerin saklanmasi amaciyla 1,4 g Nutrient Broth
(NB) distile suda ¢oziindiikten sonra %25 olacak sekilde gliserol eklenmistir. Son hacim 100
mL’ye tamamlanarak stok ¢ozelti hazirlanmistir. Onceden steril edilmis Eppendorf tiiplerine

1,5 mL ¢ozeltiden aktariimistir.

DNS (Dinitro salisilik asit) (%1): Amilaz enzim reaksiyonu sonucu agiga g¢ikan
indirgen seker miktarini tespit etmek ve reaksiyonu durdurmak amaci ile kullanilmigtir. 1 g
DNS 50 mL deiyonize suyun igerisinde ¢oziildiikten sonra 30 g Na-K-Tartarat ve 20 mL 2 N
NaOH eklenerek manyetik karigtiricida iyice karistirilmistir. Son hacim, distile su eklenerek
100 mL’ye tamamlanmistir (Miller, 1959).

Nisasta (Substrat) soliisyonu (%1): 1 g ¢oziinebilir nisasta 100 mL pH 7 sodyum

fosfat tamponu icerisinde ¢dziinerek hazirlanmistir.
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Liigol soliisyonu: Nisastanin varligin1 géstermek i¢in kullanilan soliisyondur (Valls et
al, 2012 ). %1 ¢oziinebilir nisastanin bulundugu nisastali nutrient agar (NNA) besiyerinde

amilaz aktivitesini tespit etmek amaci ile kullanilmastir.

Sodyum hidroksit (NaOH) ¢ozeltisi (2N): Besiyerlerinin pH’sin1 ayarlamak i¢in 2 N
konsantrasyonunda hazirlanmistir. 20 g NaOH 200 mL distile su igerisinde ¢ozlindiiriildiikten

sonra son hacim 250 mL’ye tamamlanmustir.

Hidroklorik asit (HCI) ¢ozeltisi (2N): Besiyerlerinin pH’sinin ayarlanmasi igin 2N
konsantrasyonunda hazirlanmistir. %37’lik HCI’den 16,56 mL alinarak son hacim 100 mL’ye

tamamlanmaistir.

Hidrojen peroksit (H202) cozeltisi (%3): Katalaz enziminin belirlenmesinde

kullanilan ¢6zeltidir. 3 mL H202 100 mL distile suya eklenerek hazirlanmstir.

Potasyum hidroksit (KOH) cozeltisi (%3): Bakterilerin Gram (-) veya Gram (+)
ozelliklerinin belirlenmesi amaciyla kullanilan bir ¢ozeltidir. 100 mL distile suya 3 g KOH

eklenerek hazirlanmustir.
Kullanilan tamponlarin hazirlanmasi

Sodyum fosfat tamponu (100 mM, pH 7,0): 15,487 g Na2HPO4.7H>0 ve 5,827 g
NaH2PO4.H-0 distile su igerisinde ¢oziindiiriilerek 100 mM konsantrasyonunda hazirlanmistir.

Son hacim 1 L’ye tamamlanmuistir.

Glisin NaOH tamponu (50 mM, pH 9,0): 800 mL distile su igerisinde 3,75 g glisin ve
0,35 g NaOH karistirilmigtir. Cozeltinin son hacmi 1 L’ye tamamlanmustir.

Asetik asit-sodyum asetat tamponu (50 mM): 4,17 g asetik asit ile 0,51 g sodyum

asetat 800 mL distile suda ¢6ziindiiriilmiis ve olusan karisim 1 L’ye tamamlanmustur.

Tris-HCI tamponu (50 mM, pH 7,0): 6,06 g tris ve 1,67 g HCI 800 mL hacmindeki

distile suda karistirilmigtir. Karisim 1 L’ye tamamlanmustir.

SDS-PAGE soliisyonlari

Ayirici jel tamponu: 8,5 g tris ve 0,4 g SDS, 80 mL deiyonize suda ¢oziindiiriilmiistir.
Daha sonra HCI ile pH degeri 8,9’a ayarlanarak ¢ozeltinin son hacmi 100 mL olana kadar

deiyonize su eklenmistir. Karigim filtrelenerek 4 °C’de saklanmustir.

Yigma jel tamponu: 80 mL distile su igerisinde 5,1 g tris ve 0,4 g SDS
¢oziindiiriilmistiir. pH degeri HCI ile 6,7 olarak ayarlanmis ve son ¢dzelti hacmi 100 mL’ye

tamamlanmustir. Karisim filtrelenerek 4 °C’de saklanmustir.
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Amonyum persiilfat (APS) (25%): 4 mL distile suda 1 g APS ¢oziindiiriilerek

hazirlanmustir.

Yiiriitme tamponu (10X): 10 g SDS, 144 g glisin ve 30 g tris 900 mL distile su
icerisinde ¢oziindiiriilerek HCI ile pH 8,3’e ayarlanmistir. Cozeltinin son hacmi 1 L’ye

tamamlandiktan sonra filtre edilerek 4 °C’de muhafaza edilmistir.

Ornek tamponu (4X): Bir miktar bromofenol blue ile 2 mL %20 SDS, 1 mL gliserol 1
mL 1 M tris-HCI (pH 7) karistirilarak oda sicakliginda saklanmistir. Son konsantrasyonun %20

olmasi dikkat edilerek karisima kullanilmadan 6nce f-merkaptoetanol ilave edilmistir.

Coomassie brilliant blue boya soliisyonu (0,1-0,5 pg/track): 450 mL metanolde 2,5¢
Coomassie BrilliantBlue R-250 ¢6ziindiiriilmiistiir. Elde edilen ¢ozeltiye 70 mL asetik asit ilave
edilerek son hacim su ile 1 L’ye tamamlanmistir. Hazirlanmis olan boya karanlik siseye

konularak oda sicakliginda saklanmustir.

Boya uzaklastirma soliisyonu: 250 mL metanol ile 75 mL asetik asit karistirilarak son
hacim suyla 1 L’ye tamamlanmistir. Hazirlanmis olan boya karanlik sisede oda sicakliginda

muhafaza edilmistir.

Kullanilan besiyerleri

Nutrient broth (NB): Bakterilerin izolasyonu ve gelistirilmesinde kullanilmigtir. 8 ¢
NB su igerisinde manyetik karistiricida ¢oziindiiriilmiistiir. 121 °C’de 15 dk 1,5 atm basingla

sterilize edilmistir.

Nutrient agar (NA): Bakterilerin kati1 ortamda biiyiimesi ve gelistirilmesi amaciyla
kullanilmistir. 20 g NA distile su igerisinde ¢oziindiiriildiikten sonra son hacmi 1 L’ye
tamamlanmistir. 121 °C’de 15 dk 1,5 atm basingta sterilize edilmistir. 45-50 °C’ye kadar

sogutulduktan sonra steril petrilere dokiilerek hazirlanmstir.

Nisastah nutrient agar (NNA): Izolatlarmn amilaz aktivitesinin taranmasinda
kullanilmistir. 20 g NA 1 L distile suda ¢ozililmiis, %1 oraninda (10 g) ¢oziinebilir nisasta
eklenmis ve 15 dakika 121 °C’de 1,5 atm basingta sterilize edilmistir. 50 °C’ye sogutularak

steril petri kaplarina aktarilarak hazirlanmistir.

Sivi amilaz iiretim ortam: Izolatlarin kantitatif amilaz aktivite tayinlerinde sivi
besiyeri olarak kullanilmistir. 3 g maya oziitii ve 10 g ¢oziinebilir nisasta distile su igerisinde
¢Oziilmiis ve hacmi 1 L’ye tamamlanmistir. Daha sonra 250 mL’lik erlenlere 100°er mL

aktarilip, 15 dakika 121 °C’de 1,5 atm basingta steril edilmistir.
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Tryptic soy broth (TSB): Bakterinin ¢ogaltilmasi igin as1 kiiltiiriin olusturulmasi
amaciyla kullanilmistir. 30 g TSB 1 L distile su igerisinde ¢ozilindiiriilmiis 100 mL’lik erlenlere
25 mL hacminde dagitilmistir. 121 °C’de 15 dk 1,5 atm basingla sterilize edilmistir.

Triptic soy agar (TSA): Bakterilerin izole edilmesi ve gelistirilmesi amaci ile
kullanilmistir. 40 g TSA son hacmi 1 L olacak sekilde distile suda ¢oziindiiriilmiistiir. 15 dakika
121 °C’de 1,5 atm basingta steril edilmistir. Besiyeri 50 °C’ye kadar sogutulduktan sonra steril

petri kaplarina aktarilmstir.

Tribiitirin agar (TBA): Lipolitik aktivitenin belirlenmesinde kullanilan TBA besiyeri
icin son hacmi 1 L olacak sekilde 10 g gliseril tribiitirat, 5 g pepton, 15 g agar ve 3 g maya
oziitli eklenmistir. Daha sonra 15 dakika boyunca 121 °C sicaklikta ve 1,5 atm basingta sterilize

edilmistir. Besiyeri 50 °C’ye kadar sogutulmustur. Ardindan steril petri kutularina aktarilmistir.

Seliilozlu agar (CMC-A): Kalitatif seliilaz enzim tayininde kullanilmistir. 20 g NA ve
10 g karboksimetil seliiloz (CMC) saf su ile 1 L’ye tamamlanmistir. 121 °C’de 1,5 atm basingla
15 dakika steril edilmistir. Sterilizasyon iglemi sonrasinda besiyeri steril petri kaplarina

aktarilmastir.

Skim milk (yagsiz siit tozu) agar (SMA): Kalitatif proteaz aktivitelerinin
incelenmesinde kullanilmistir. 20 g NA ile 10 g skim milk 800 mL distile suda
¢oziindiiriilmistiir. Karistm 1 L’ye tamamlandiktan sonra sterilizasyon islemi i¢in 1,5 atm
basingl 121 °C’de 15 dakikaya ayarlanmis olan otoklava konulmustur. Sterilizasyon islem

sonrasinda besiyeri steril petrilere aktarilmistir.

Asparaginaz testi icin kullamlan besiyeri: Son hacmin 1 L olmasi géz Oniinde
bulundurularak 20 g NA, 10 g asparagin ve 0,018 g fenol kirmizisi (phenol red) distile su
igerisinde ¢oziindiiriilmiistiir. 121 °C sicaklikta 1,5 atm basingla 15 dakika steril edilmistir.

Sterilizasyon isleminden sonra besiyeri petri kutularina aktarilmistir.

Glutaminaz testi icin hazirlanan besiyeri: 20 g NA, 10 g glutamik asit ve 0,018 g
fenol kirmizisi saf su ile 1 L hacminde hazirland1. Hazirlanan besiyerleri sterilizasyon islemi
icin otoklava konulmustur. 121 °C sicaklikta 15 dakika steril edilmistir. Sonrasinda steril

petrilere aktarilmistir.

D-Ksiloz (D-Xylose) testi icin besiyeri: Saf mikroorganizma kiiltiirlerinin
fermantasyon reaksiyonlarini belirlemek amaciyla kullanilmistir. 0,8 g NB, 1 g D-ksiloz ve
0,0018 g fenol kirmizisi distile su igerisinde hazirlanarak son hacmi 100 mL’ye

tamamlanmistir. Besiyerinin pH’s1 7,4 olarak ayarlanmistir. Cam tiiplere 5’er mL aktarilmistir.
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1,5 atm basingl 121 °C sicaklikta 15 dakika steril edilmistir. Ekim yapilabilmesi i¢in cam tiip

igerisinde bulunan steril besiyerlerinin sogumasi beklenmistir.

Myo-inositol testinde kullamlan besiyeri: Bakteri izolatlarmin fermantasyon
reaksiyonlarini belirlemek amaciyla kullanilmistir. 0,0018 g fenol kirmizisi, 1 g myo-inositol
ve 0,8 g NB tartilarak distile su igerisinde karistirilmistir. Karigimin son hacmi 100 mL’ye
tamamlanmustir. Ardindan tiipliiklerde hazirlanan her bir cam tiipe 5 mL besiyeri eklenmistir.
Tiplerin agizlar kapatildiktan sonra otoklava konulmustur. 1,5 atm basingta 121 °C sicaklikla

15 dakika steril edilmistir. Sterilizasyon sonrasi sogumaya birakilmistir.

Maltoz testi icin besiyeri: Bakteri izolatlarinin fermantasyon reaksiyonlarini tespit
etmek i¢in kullanilmistir. 80 mL saf su igerisinde ¢6ziindiiriilen 0,8 g NB’li ortama 1 g maltoz
ve 0,0018 fenol kirmuzisi ilave edilerek 100 mL’ye tamamlanmistir. Besiyeri 7,4 pH’ya
ayarlanmis ve cam tiiplere mikropipetlerle 5’er mL aktarilmistir. Sterilizasyon islemi i¢in 121
°C 1,5 atm basingli 15 dakikaya ayarlanmis otoklava konulmustur. Otoklavdan ¢iktiktan sonra

besiyerleri sogumaya birakilmaistir.

L-Arabinaz testinde kullanilan besiyeri: Saf bakteri kiiltlirlerinin fermantasyon yapip
yapmadigimi belirlemek i¢in kullanilmistir. Distile su igerinde 0,8 g NB, 1 g L-arabinoz ve
0,0018 fenol kirmizisi ¢dziindiiriilerek karisim 100 mL’ye tamamlanmistir. Besiyeri pH metre
ile 7,4’e ayarlanmistir. Cam deney tiiplerine 5’er mL aktarildiktan sonra 1,5 atmosfer basingla

121 °C’de 15 dakika steril edilmistir. Hemen sonrasinda besiyerleri sogumaya birakilmistir.

Ureli NA besiyeri: Ureyi hidrolize eden suslarin belirlenmesi amaciyla kullanilmistir.
20 g NA ve 0,018 g fenol kirmizist son hacmi 1 L olacak sekilde distile suda ¢oziindiiriilmiistiir.
Ardindan 1,5 atm basingla 121 °C’de 15 dakika boyunca steril edilmistir. Sterilizasyon sonrasi
50 °C’de %20’lik 20 mL iire katilasmamis besiyerine filtre edilerek eklenmistir. Steril petri

kutularina aktarilarak sogutulmus ve katilagsmasi saglanmistir.

Yumusak agar besiyeri: Saf bakteri kiiltiirlerinin hareket edebilme 6zelliklerinin
belirlenmesinde kullanilmistir. 2 g NA 100 mL distile su igerisinde ¢oziindiriilmiis ve cam
deney tiiplerine esit miktarda aktarilmistir. 121 °C’de 1,5 atm basingla 15 dakika steril

edilmistir.

Kanh agar: Bakterilerin kan hiicrelerini pargalayabilme (hemoliz) aktivitelerinin

belirlenmesi i¢in hazir %5 koyun kanli agar besiyeri kullanilmistir.

Nanopartikiil sentezi icin kullanilan besiyeri: 8 g NB, 1 g KNOg3, 5 g maya 6ziitii, 10

g ¢ozilinebilir nisasta son hacim 1 L olacak sekilde distile su ile karistirllmistir. 250 mL’lik
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erlenlere 100’er mL eklenmistir. Sterilizasyon islemi i¢in 121 °C 1,5 atm basingli 15 dakikaya

ayarlanmis otoklava konulmustur. Sterilizasyon sonrasi besiyerleri sogumaya birakilmistir.
Yontem
Bakterilerin izolasyonu

Bakteri izolasyonu i¢in yaklasik 15 giin boyunca es zamanli olarak oda sicakliginda ve
buzdolabinda beklemis olan patates parcalari steril cam tiipler igerisinde bulunan distile suda
karistirtlmis, gesitli oranlarla seyreltmeler yapilmistir. NA besiyeri bulunan petrilere damla
yolu ile ekim yapilmistir. Ekim yapilan petriler, 30 °C’ye ayarlanmis etiivde 3 giin
bekletildikten sonra biiyiimesi ger¢eklesen mikroorganizmalar, amilaz aktivitesi i¢in

taranmigtir.

Bakterilerin saflastirilmasi ve saklanmasi

NA besiyerinde gelisen kiiltiirlerden farkli olduklar diisiiniilen koloniler izole edilmis
ve NA besiyerlerine ekimleri yapilarak saflagtirilmistir. Saflastirilan kiiltiirler gliserol stoklarda

-80 °C’de saklanmustir.

Amilaz iireten bakterilerin taranmasi

Amilaz enzimini {ireten mikroorganizmalarin taranmasi i¢in, %1 ¢0zilinebilir nisasta
iceren NNA besiyerlerine ¢izgi ekim teknigi ile ekim yapilmistir. Petri kaplar1 30 °C’lik etiivde
1-3 giin inkiibasyona birakilmistir (Singh et al., 2021). Biiyiidiigii gozlenen bakteriler liigol
soliisyonu ile boyanmistir. Amilaz enzim sentezi yaparak nigastayr hidrolize eden bakteri
izolatlarinin etrafinda amilolitik zon olusumu izlenmistir. Hidroliz zonu olusturan bakteri
izolatlar1 amilaz pozitif olarak degerlendirilmistir. Zon ¢ap1 en biiyiik olan bakteriler secilmis

ve bu bakterilerle kantitatif enzim aktivite tayini gerceklestirilmistir.

Amilaz iiretimi i¢in 6n (as1) kiiltiiriin hazirlanmasi

Amilaz aktivitesine sahip olan bakteri izolatlar1 stok kiiltiirden 6rnek alinarak NA kati
besiyerine ekimleri yapilmistir. 30 °C’de 24 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda gelismis olan bakteri kolonilerinden steril dze ile alinmis ve 20 mL TSB
besiyeri igeren 50 mL’lik erlene ekimleri yapilarak bakteriler 30 °C’de 150 rpm’de 1 giin inkiibe

edilmistir. Olusan kiiltiir, as1 kiiltiir olarak kullanilmistir.

Sivi ortamda amilaz iiretimi

En genis hidroliz zonu olusturan amilaz tireticilerinin kantitatif amilaz aktivite tayinleri

substratlart olarak kullanilan c¢oziinebilir nisastayr hidrolize etme yeteneklerine gore
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spektrofotometrik olarak 6lgiilmiistiir. 100 mL siv1 amilaz iiretim ortamlarina as1 kiiltiirden 1°er
mL (ODgoo 2)ekim yapilmustir. Inokiiliimii yapilan besiyerleri 150 rpm calkalama hizinda 30
°C sicaklikta inkiibasyona birakilmistir. Maksimum seviyede amilaz iiretiminin belirlenmesi
icin amilaz aktiviteleri 4 giin boyunca kontrol edilmistir. Hidroliz sonucu ortaya ¢ikan glukoz
miktar1 DNS ¢ozeltisi ile 540 nm dalga boyundaki absorbans degerleri ile belirlenmistir
(Bernfeld, 1955).

Amilaz aktivite tayini

Inkiibasyon sonrasi steril kosullarda siv1 kiiltiirlerden 1°er mL alinarak mikrosantrifiij
tiplerine konulmustur. Bakterilerin uzaklastirilmas: i¢in 6000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edilmis ve siipernatant ham enzim soliisyonu olarak kullanilmistir. Cam tiiplere kontrol (kor)
ve drnek grubu olusturulmustur. Ornek tiipe; 0,5 mL substrat soliisyonu ve 0,5 mL ham enzim
soliisyonu konulmustur. Kor tiipe ise 0,5 mL substrat soliisyonu ve 0,5 mL buffer (0,1 M
sodyum fosfat tamponu, pH 7,0) konulmustur. Hazirlanan tiipler 30 °C’ye ayarlanmis su
banyosunda 10 dakika siire ile inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda her bir tiipe reaksiyonu
durdurmak amaciyla 1’er mL DNS soliisyonu eklenerek 5 dakika boyunca kaynar suda
bekletilmistir. Kaynar suda bekleyen tiiplerde agiga ¢ikan glukoz miktarina bagli olarak
meydana gelen renk degisimi gozlemlenmistir. Tiipler kaynar sudan alindiktan sonra oda
sicakligina gelinceye kadar sogumaya birakilmistir. Oda sicakligina gelen tiiplerin optik
yogunlugu (OD) 540 nm dalga boyundaki spektrofotometrede Olciilerek enzim aktivitesi,
maltoz standart grafigine gore hesaplanmistir (Bernfeld, 1955).

Maltoz standart grafiginin hazirlanmasi

10 mL 1 mg/mL konsantrasyonunda stok maltoz ¢dzeltisi hazirlanmistir. Indirgenen
seker miktarinin tespiti i¢in 0,1 M sodyum fosfat tampon ile yapilan belirli seyreltmelerle 10
farkli konsantrasyonda (0-1 mg/mL) maltoz ¢o6zeltileri hazirlanmistir. Hazirlanmis olan
¢ozeltiler 30 °C’de 10 dk boyunca su banyosunda bekletilmistir. Ardindan 1 mL DNS eklenerek
5 dakika kaynamaya birakilmistir. Oda sicakligina gelen tiiplerin 540 nm’de spektrofotometrik
Ol¢timleri yapilmistir. Standart grafik ¢izilmis ve elde edilen grafik egrisinden enzim aktiviteleri

hesaplanmistir. Her bir konsantrasyon {i¢ tekrarli olarak ¢alisilmistir.

Elde edilen standart maltoz grafigi kullanilarak bir {inite amilaz aktivitesi, dakikada 1
umol seker agiga ¢ikaran enzim miktar1 olarak tanimlanmistir. Aktivitelerin hesaplanmasi i¢in

asagida belirtilen denklem kullanilmistir.

Amilaz aktivitesi (U/mL) = A¢iga ¢ikan seker miktari (wumol) x Toplam reaksiyon hacmi

(mL) / Reaksiyon siiresi (dakika) x Enzim miktar1 (mL)
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Bakterilerin tamlanmasi
Klasik yontemlerle izolatlarin tanimlanmast

Segilen izolatlarin klasik yontemlerle tanisi i¢in biyokimyasal, morfolojik ve fizyolojik

testleri yapilmustir. Yapilan testler ¢ift tekrar seklinde gergeklestirilmistir.

Koloni morfolojisi: NA besi ortaminda gelisen mikroorganizmalar koloni tiirtine,

sekline ve rengine gore ayirt edilmistir.

Hareket testi: 24 saatlik bakteri izolatlarindan igne 6ze ile cam deney tiiplerinde
hazirlanmis olan yumusak agar besi ortamina ekim yapilmistir. 30 °C sicaklikta olan etiivde
inkiibe edilmis ve ertesi giin bakteri hareket testi, ortamdaki biliylimeye dayali olarak
degerlendirilmistir. Ekim yapilan yerin etrafinda bulanikligin olmasi bakterinin hareketli

oldugunu, berrak bir goriintiiye sahip olmasi ise bakterinin hareketsiz oldugunu gostermistir.

Katalaz testi: Bu test, bakterilerde koruyucu bir enzim olan katalaz enziminin varlhigin
tespit etmek icin kullanilan bir yontemdir. 24 saat siire boyunca NA kat1 besiyerinde gelisen
bakteri izolatindan 6rnek, 6ze yardimiyla alinarak lam iizerine konulmustur. %3 oraninda H2O;
cozeltisi ornek lizerine damlatilmistir. Hava kabarciklariin olusup olusmadig gézlemlenmis
ve sonug¢ degerlendirilmistir. H2O> ¢ozeltisi damlatildiginda gaz kabarcigi olusumu katalaz
pozitif olarak belirlenirken gaz kabarcigi olusmamasi katalaz negatif olarak degerlendirilmistir.
Bu bilgilerin, bakterilerin tanimlanmasi ve siniflandirilmasinda 6nemli bir rol oynadigi

kaydedilmistir (Reiner, 2010).

Hemoliz testi: Bu test, bakterilerin hemolitik yeteneklerinin olup olmadigini belirlemek
icin kullanilmigtir. Kanli agara bakteri izolatlarinin ekimi gergeklestirilmistir. 30 °C’lik etiivde
24 saat boyunca inkiibe edilmis ve inkiibasyon sonrasi izolatlarin etrafinda olusan seffaf zon ve

renk agilmalarina gore degerlendirilmistir (Gurkok, 2022).

KOH testi: 24 saatlik taze saf kiiltiir 6ze yardimiyla alinarak lam {izerine aktarilmustir.
%3 oraninda hazirlanan KOH ¢ozeltisi lam {izerine birka¢ kez damlatilarak 6ze ile lam
tizerindeki KOH ve bakteri izolati iyice karistirllmigtir. Karigim haline gelen izolatlar 6ze
kullanarak yukartya dogru kaldirilmis ve o6zeyle lam arasinda olusan uzamaya (siinme)
bakilarak Gram reaksiyon &zellikleri degerlendirilmistir (Moyes et al., 2009). Oze ile lam
arasinda uzamanin goriilmesi Gram negatif olarak degerlendirilirken, uzamanin gériilmemesi

durumunda Gram pozitif olarak degerlendirilmistir.

Ureaz testi: Bakteri izolatimin iire hidroliz kabiliyetlerinin belirlenmesinde

kullanilmistir. Saf bakteri kiiltiirtinden treli NA besiyerine ekim yapilmistir. 30 °C’lik etiivde
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24 saat boyunca inkiibasyona birakilmustir. izolatlarin iireaz enzimi sentezleme yetenegi, iirenin

pargalanmasi sonrasinda besiyerinde olusan renk degisimi ile degerlendirilmistir (Brink, 2010).

Lipaz testi: izolatin lipaz enzimi iiretme yetenegini belirlemek i¢in yapilmistir. Bakteri
izolat1 TBA ortamina ekilmis ve 30 °C’deki etiivde 24 saat inkiibe edilmistir. izolatin lipaz
enzimini sentezleme yetenegi, TBA ortaminda olusturulan kolonilerin etrafinda seffaf zon

olusmasiyla degerlendirilmistir (Gurkok and Ozdal, 2021).

Seliilaz testi: Izolat CMC-A iizerinde 30 °C’lik etiivde 24 saat siireyle inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra petri iizerine %0,1 Kongo kirmizis1 (Congo-red) soliisyonu dokiilmiis ve
30 dakika boyunca boyanmasi saglanmistir. Siire sonunda boya 1 M NaCl soliisyonu
kullanilarak petriden uzaklastirilmistir. CMC, congo-red ile kirmiziya boyandigindan, kirmizi

zemin iizerinde seffaf zon olusturan koloniler, seliilaz pozitif olarak degerlendirilmistir (Kiliger

and Ozcan, 2013).

Asparaginaz testi: Bakteri izolat1 %1 asparagin ve %0,18 fenol kirmizisi igeren NA
ortamina ekilmis ve 30 °C’lik etiivde 24 saat siire ile inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasinda
izolatin etrafinda renk degisimi gdzlenmistir. izolatin etrafinda pembe-kirmizi renk olusmasi
asparaginaz pozitif olarak degerlendirilmis, renk degisiminin olmamasi ise negatif olarak

degerlendirilmistir.

Glutaminaz testi: Bakteri izolat1 glutamik asit ve fenol kirmizisinin bulundugu NA besi
ortamina ekilmistir. 30 °C’lik etiivde 24 saat siire ile inkiibe edildikten sonra besiyerinde renk
degisimi takip edilmistir. Besiyerinin renginin saridan pembeye doniismesi pozitif olarak

kaydedilmistir.

Maltoz testi: Bakteri izolati maltoz ve fenol kirmizisi igeren sivi besi ortaminda 30
°C’lik etiivde 24 saat siireyle inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi besiyerindeki
fermantasyona bagli renk degisimi izlenmistir. Notr pH’da kirmizi olan fenol red, pH 6,8’in
altinda sariya, 7,4’lin iizerinde ise macenta veya pembeye doniisen bir pH gostergesidir.
Organizmanin, karbonhidrati kullanabilmesi, genellikle ortamda karbon dioksit (CO2) gibi
asidik yan triinler olusturmasina neden olmaktadir. Bu da ortamu asitlestirmekte ve sar1 renk
gozlemlenmektedir. Ancak, organizma karbonhidrati kullanamiyorsa, pepton gibi protein
bilesenlerini kullanabilir. Bu durumda ise ortamda amonyak gibi bazik yan {iriinlerin
birikmesine, pH’ nin yiikselmesine ve ortam renginin pembeye doniismesine neden olmaktadir.

Sonug olarak, ortamin sar1 renge doniismesi pozitif olarak degerlendirilmistir.

D-Ksiloz testi: Bakteri izolat1 D-ksiloz ve fenol kirmizisi i¢eren, pH 7,4 olan sivi besi

ortaminda 30 °C’lik etiivde 24 saat siire ile inkiibe edilmistir. pH degisikligine bagli besi
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yerindeki renk degisimi takip edilmistir. Besi ortaminin sar1 renge doniigsmesi ksilozun fermente

edilebildigini gosterdiginden pozitif olarak degerlendirilmistir.

L-Arabinoz testi: Bakteri izolat1 arabinoz ve fenol kirmizisi igeren sivi besi ortaminda
inkiibe edilmistir. izolatin metabolik aktivitelerine bagli olarak pH degisiklikleri ve
besiyerindeki renk degisikligi izlenmistir. Besiyerinin sariya doniismesi ortamdaki arabinozun

fermente edilebildigini gostermis ve pozitif olarak kaydedilmistir.

Myo-inositol testi: Bakteri izolati myo-inositol ve fenol kirmizisi igeren sivi
besiyerinde 30 °C’de 24 saat siire ile inkiibe edildikten sonra besiyerindeki fermantasyona bagl
renk degisimi takip edilmistir. Ortam renginin sariya donlismesi pozitif olarak

degerlendirilmistir.

Molekiiler yontemlerle izolatlarin tanilanmast

Izolatin 16S rDNA analizi ile molekiiler karakterizasyonu hizmet alimi seklinde
yaptirilmustir. Izolatin tiir tayini i¢in, EurX GeneMATRIX Bacterial & Yeast DNA izolasyon
Kiti kullanilmistir. DNA izolasyonu sonrasinda elde edilen DNA nin miktar1 ve safligi, Thermo
Scientific Nanodrop 2000 spektrofotometre cihazinda dlglilmiistiir. PCR ¢aligmasinda, 27F (5'
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3') - 1492R (5' TACGGYTACCTTGTTACGACTT) primer
ciftleri kullanilarak hedeflenen gen bdlgeleri cogaltilmistir. Yaklasik 1470 bazlik bolgeyi
cogaltmak i¢in tek agamali PCR yontemi kullanilmis; bu reaksiyon, Solis Biodyne FIREPol®
DNA Polymerase Taq polimeraz enzimiyle gergeklestirilmistir. PCR sonrasinda agaroz jelde

elde edilen tek bir bant, islemin basarili oldugunu gostermistir.

Tablo 5. PCR Master Mix’in Hazirlanisi

Bilesen Reaksiyon
konsantrasyon

PCR Buffer 1X

MgCl; 1,5mM

dNTP mix 0,2 mM

F. primer 0,3 uM

R. primer 0,3 uM

Taq DNA Polymerase 2U

DNA template 3uM

PCR grade su ile 35 pl’ye tamamlanir
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Hazirlanan 6rneklerin, PCR iglemi i¢in asagida verilen dongiiler takip edilmistir.

1- 95°C'de 5 dakika siiren baslangi¢ denatiirasyonu
2- 30 dongii sirast ile;

e 95°C'de 45 saniye siiren denatiirasyon

e 57°C'de 45 saniye siiren eslesme

e 72°C'de 60 saniye sliren uzatma

3- 72°C'de 5 dakika siiren final uzatma

Sicaklik 4°C'ye diisiiriiliip PCR islemi tamamlanmastir.

PCR ile elde edilen sonuglar, 1x TAE tamponuyla hazirlanarak %1,5 agaroz jel i¢inde
100 volt akiminda 90 dakika siireyle elektroforezde yiiriitiilmiis ve ethidium bromide boyasi
kullanilarak UV 1s18inda goriintiileri alinmistir. Elde edilen tek bantli 6rnekler i¢in MAGBIO
"HighPrep™ PCR Clean-up System™ (AC-60005) saflastirma kiti kullanilmig ve kitin
prosediirlerine uygun olarak saflagtirilmigtir. Sanger Dizileme analizi, ABI 3730XL Sanger
dizileme cihaz1 (Applied Biosystems, Foster City, CA) ve BigDye Terminator v3.1 Cycle
Dizileme Kiti (Applied Biosystems, Foster City, CA) kullanilarak ger¢eklestirilmistir. 27F ve
1492R primerleri ile elde edilen okumalar, konsensus bir dizi olusturmak i¢in kontig haline
getirilmistir. Bu siiregte, BioEdit yazilim1 i¢inde CAP contig assembly algoritmasi

kullanilmistir.

Hizmet alim1 yoluyla elde edilen DNA sekanslari National Center for Biotechnology
Information (NCBI) bilgi bankasinin Blast Search Programi kullanilarak mevcut verilerle

karsilastirilmis, benzerlikler tespit edilmis ve GenBank numaralar1 alinmstir.

Ayrica, izolatin filogenetik analizi yapilmig ve ¢oklu hizalama i¢cin MUSCLE, istege
bagli olarak hizalama kiiratorliigii i¢cin Gblocks, filogeni i¢in PhyMLve aga¢ ¢izimi i¢in
TreeDyn programlarindan yararlanan Phylogeny.fr platformu
(https://www.phylogeny.fr/phylogeny.cgi)  kullanilarak  filogenetik  agact  ¢izilmistir
(Castresana, 2000; Guindon and Gascuel 2003; Edgar, 2004; Anisimova and Gascuel, 2006;
Chevenet et al., 2006; Dereeper et al., 2008; Dereeper et al., 2010). Phylogeny.fr platformunda

aga¢ olusturma maximum-likelihood (maksimum olabilirlik) varsayilan opsiyonu ile elde

edilmistir (Kuhner ve Felsenstein, 1994).

Amilaz iiretim Kosullarimin optimizasyonu

Kalitatif ve kantitatif taramalara gore en yiiksek amilaz liretimi gozlenen bakteri izolati

secilerek iiretim kosullar1 optimize edilmistir. Farkli pH ve sicaklik degerleri, farkli karbon ve
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azot kaynaklar1 optimum amilaz iiretimi i¢in denenmistir. Her bir parametre ii¢ tekrar olacak

sekilde gerceklestirilmistir

Optimum inkiibasyon siiresinin belirlenmesi

Secilen izolatin en yiiksek amilaz {irettii glinlin belirlenmesi igin bakteri izolat1 sivi
amilaz tiretim ortaminda 30 °C 185 rpm’de 5 giin boyunca inkiibasyona birakilmistir. Her 24
saatte bir amilaz enzim aktivite tayini yapilmistir. En uygun olan inkiibasyon siiresi tespit

edilmistir.

Optimum inokulum miktarinin belirlenmesi

Amilaz tiretiminde optimum inokulum hacminin belirlenmesi i¢in s1v1 besiyerlerine asi
kiiltiirtinden 500 pl, 1000 ul, 2000 pl ve 3000 pl ekimler yapilmistir. Ardindan 30 °C, 185
rpm’de 72 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi érneklerin enzim aktivite tayini

gerceklestirilmistir.

PH’nin amilaz iiretimine etkisinin belirlenmesi

pH’nin amilaz iretimi iizerine etkisinin aragtirilmasi amaciyla, sivi amilaz tiretim
besiyerinin baslangic pH’s1 5.5, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0 ve 10.0 olarak ayarlanmis ve bakteri bu
besiyerlerinde 30 °C’de ve 185 rpm’de 72 saat boyunca inkiibasyona birakilarak amilaz tiretimi
belirlenmistir (Saad et al., 2021).

Sicaklhigin amilaz iiretimine etkisinin belirlenmesi

Bakterinin amilaz iiretimi i¢in optimum sicakligmin belirlenmesi i¢in sivi iiretim
ortamina inokiile edilen bakteriler 25, 30, 35 ve 40 °C sicakliklarda 3 giin inkiibasyona
birakilmistir (Saad et al., 2021).

Azot kaynaklarinin amilaz iiretimine etkisinin belirlenmesi

Farkli azot kaynaklarinin amilaz tiretimine etkisinin tespiti i¢in azot kaynaklar1 olarak
maya Oziitli (yeast extract) yerine pepton kazein, sigir et oziitii (beef extract), meat extract (et
0ziitll), tripton, bactopepton, tire, NH4Cl, (NH4)2SO4 ve NaNOs %0,3 konsantrasyonda sivi
tiretim ortamima eklenmistir. Steril besiyerlerine inokulum yapildiktan sonra calkalamali
inkiibatorde 185 rpm’de 30 °C’de 72 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir. 72 saat sonunda
amilaz tiretimi belirlenmistir (Saad et al., 2021).
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Amilaz iiretimi igin optimum azot kaynagi konsantrasyonunun belirlenmesi

Amilaz iiretimi i¢in belirlenmis olan en iyi azot kaynagi sivi amilaz iiretim ortamina
%0,1, %0,3, %0,5, %1, %2 oranlarinda eklenmistir. 121 °C’de 15 dakika steril edildikten sonra
besiyerlerine inokulasyonlar yapilmistir. Ardindan 30 °C’de ve 185 rpm’de calkalamali

inkiibatorde 72 saat inkiibe edilmis ve amilaz liretimi izlenmistir.

Karbon kaynaklarinin amilaz iiretimine etkisinin belirlenmesi

Karbon kaynaklarinin amilaz iiretimine etkisinin tespiti i¢in sivi amilaz iiretim ortamina
%1 konsantrasyonda karbon kaynagi olarak misir nigastasi, bugday nisastasi, patates, fruktoz,
stikroz, maltoz, glukoz ve ¢6ziinebilir nisasta eklenmistir. Steril hale gelmis olan besiyerlerine
inokulum yapildiktan sonra galkalamali inkiibatorde 185 rpm’de 30 °C’de 72 saat boyunca
inkiibasyona birakilmistir. Amilaz iiretimi takip edilmistir (Saad et al., 2021).

Amilaz iiretimi icin optimum karbon kaynagi konsantrasyonunun belirlenmesi

Amilaz iiretimi i¢in s1vi amilaz {iretim ortamina %0,25, %0,50, %1, %1,5, %2 ve %2,5
konsantrasyonlarinda belirlenen en iyi karbon kaynagindan eklenmistir. 121 °C’de 15 dakika
sterilizasyondan sonra besiyerlerine inokulum gergeklestirilmistir. 30 °C’de ve 185 rpm’de

calkalamal1 inkiibatorde 72 saat inkiibe edilerek ve enzim iiretimi takip edilmistir.

Enzimin saflastirilmasi

Belirlenen optimum sartlarda iiretilen amilaz enziminin saflagtirilmasinda amonyum

stilfat ile ¢oktiirme, ultrafiltrasyon ve iyon degisim kromatografisi uygulanmistir.

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi

Bakteri kiiltiirii sivi amilaz iiretim ortaminda 72 saat boyunca inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda fermantasyon sivisi, hiicrelerin uzaklastirilmast i¢in 10000 rpm’de 20
dakika boyunca 4 °C’de santrifiij edilmistir. Elde edilen siipernatanta, amonyum siilfatin
eklenmesiyle %20, 40, 60 ve 80’lik nihai konsantrasyonlara ulagilmistir. Amonyum siilfat
slipernantanta yavas yavas ilave edilmis ve en az 4 saat karigtirilarak 4 °C’de tutulmustur.
Proteinler, ayni sicaklikta 20 dakika boyunca 10000 rpm’de santrifiijleme Yyoluyla
¢okeltilmistir. Coken proteinler minimum miktarda 100 mM sodyum fosfat tamponu (pH 7.0)
igerisinde ¢oziindiiriilmiistiir. Protein ¢ozeltisindeki tuzlar ile diger iyonlarin uzaklastirilmasi
ve ¢ozeltinin daha yogun hale gelmesi igin 6000 rpm’de, 4 °C’de ultrafiltrasyon (10 kDa cut-
off membran, Millipore) uygulanmistir. Cozelti konsantre edilerek ve 0,22 pum siringa ucu

filtrelerden gegirilerek iyon degisim kromatografisi i¢in hazirlanmistir.
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Iyon degisim kromatografisi ile saflastirma

Protein ¢dzeltisi, iyon degistirme kromatografisini gerceklestirmek i¢in 50 mM fosfat
tamponu (pH 7,0) ile 6nceden dengelenmis bir HiPrep Q XL 16/10 anyon degisim kolonuna
yiikklenmistir. Fraksiyonlar lineer NaCl gradient (0 ila 1 M) ile kolondan gegirilmistir. Ardindan
fraksiyonlarin amilaz aktivite olglimleri yapilmistir. Amilaz aktivitesine sahip fraksiyonlar
birlestirilmis, ultrafiltrasyon yoluyla konsantre edilmis ve protein Ol¢iimii, enzim
karakterizasyon ¢aligmalar1 ile SDS-PAGE analizlerinde kullanilmak igin -20 °C’de

saklanmustir.

Saflastirilan amilaz enziminin karakterize edilmesi

Enzimin katalitik etkinligi ve substrat ile etkilesimini belirlemek igin kinetik 6zellikleri
olan Vmax (maksimum reaksiyon hizi) ve K (Michaelis-Menten sabiti) degerleri hesaplanmuistir.
Enzimin safligi ve molekiiler agirhgi SDS-PAGE yontemi kullanilarak tespit edilmistir.
Saflastirilan amilaz enziminin aktivitesi iizerinde sicaklik, pH, ¢esitli reaktifler, metal iyonlari,

organik ¢oziiciiler ve ticari deterjanlarin etkisi arastirilmistir.

Amilaz enzim reaksiyonuna ait Km ve Vmax kinetik sabitlerinin saptanmast

Saflastirilmis amilaz enziminin kinetik sabitlerini belirlemek i¢in enzimin substrati olan
¢oOzlinebilir nisasta, %0,1 ile %2 konsantrasyon araliginda kullanilarak aktivite tayinleri

gergeklestirilmistir.

Proteinlerin SDS-PAGE analizi

Proteinlerin SDS-PAGE analizi standart Laemmli protokoliine gére yapilmistir (1970).
Elektroforez sistemi i¢in Bio-Rad Mini-PROTEAN® Tetra Cell kullanilmustir.

Ayirict jel (%12,5) Tablo 6°da verilmis olan maddelerin belirtilen konsantrasyonlarda
karistirilmasiyla hazirlanmistir. Jel hazirlamadan hemen 6nce karisima tetrametiletilendiamin
(TEMED) ve taze hazirlanmis APS eklenmistir. Zaman kaybetmeden cam levhalar arasina
hazirlanmis olan ayirict jel karisimi dokiilmiistiir. Uzerine su ekleyip hava ile temas:
engellenmistir. Polimerlesmesinin gergeklesmesi igin 30 dakika beklenmistir. 30 dakika sonra
su ortamdan uzaklastirilmistir. Ardindan Tablo 7°de gosterildigi gibi hazirlanan %7.5’lik yigma
jeli polimerlesen ayirict jelin {izerine dokiilmiistiir. Kuyucuklart olusturmak i¢in taraklar
yerlestirilerek 30 dakika daha polimerize olmaya birakilmistir. Polimerizasyon tamamlandiktan
sonra tarak ¢ikarilmis ve elde edilen kuyucuklar 1X yiiriitme tamponu ile yikanarak protein

orneklerinin yiiklenmesi i¢in hazirlanmistir.
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Tablo 6. Ayirma Jeli Kompozisyonu (%12,5)

Ayirma Jeli (%12,5) Hacim (mL)

Ayirma jeli tamponu 1,2

%30 Akrilamid stok soliisyonu 2,1

H,O 1,7

APS (%25) 0,03

TEMED 0,003
Tablo 7. Yigma Jel Kompozisyonu (%7,5)

Yigma Jel (%7,5) Hacim (mL)

Yigma jeli tamponu 0,6

%30 Akrilamid stok soliisyonu 0,4

H.O 1,4

APS (%25) 0,02

TEMED 0,002

Ornek hazirlama ve elektroforez

Omek denatiirasyon karisimi, B-merkaptoetanol ve drnek tamponunun 1:4 oraninda
karistirilmasi ile hazirlanmistir. 5 pLL 6rnek denatiirasyon karisimina 15 pL. 6rnek eklenerek 5
dakika kaynatilmistir. Denatiire edilmis 6rnekler sogutulduktan sonra en yiliksek hizda 10
saniye santrifiij edilmis ve hazirlanmis olan jelin kuyucuklarma yiiklenmistir. Elektroforez 1

saat boyunca 150 V sabit voltajda gerceklestirilmistir. Orneklerin molekiiler agirlig1, Precision

Plus Boyanmamis Protein Standardi (250—-10 kD) kullanilarak hesaplanmistir.

Jellerin boyanmast ve boyanin uzaklastirilmasi

SDS-PAGE islemi tamamlandiktan sonra jeller, 100-150 mL Coomassie Brilliant Blue
R-250 boyama soliisyonu igerisinde oda sicakliginda hafifce calkalanarak 1 saat boyunca
boyanmaya birakilmigtir. Bu Siirenin sonunda boyama soliisyonu dokiilmiistiir. Ardindan jel
100-150 mL boya giderme soliisyonu igerisine yerlestirilmis ve oda sicakliginda calkalanarak
1 saat boyunca inkiibe edilmistir. Boya ¢ikarma soliisyonu, jel bazli boya ¢ikana ve istenilen

protein bandi1 goriinene kadar birkag kez degistirilmistir.

Amilaz enziminin molekiiler kiitlesinin hesaplanmast

Amilaz enziminin molekiiler kiitlesini hesaplamak i¢cin SDS-PAGE’de standart olarak
Precision Plus Protein Unstained Standarttan (250-10 kD) yararlanilmistir. SDS-PAGE
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tamamlandiktan sonra standarttaki protein bantlarinin ve saflastirilmis amilaz enziminin nispi
go¢ mesafeleri (Rf), asagida verilen denklemin kullanilmasiyla belirlenmistir. Elde edilen
grafik ve denklem, amilaz enziminin elektroforetik kosullar altinda molekiiler agirligini

belirlemede kullanilmistir.

Rf = Proteinin go¢ mesafesi/ Boyanin go¢ mesafesi

Amilaz aktivitesi iizerine ¢esitli parametrelerin etkisi
Amilazin optimum sicakliginin belirlenmesi

Saflastirilmis amilaz enziminin optimum sicakligini belirlemek icin 10, 20, 30, 40, 50,
60 ve 70 °C sicakliklarda amilaz aktiviteleri Olclilmiistiir. Enzim ve substrat c¢ozeltileri
reaksiyon Oncesi bu belirtilen sicakliklarda 10 dakika boyunca bekletilmistir. Enzim

aktivitesinin farkli sicakliktaki degisimleri belirlenerek optimum sicaklik tespit edilmistir.

Enzimin sicaklik stabilitesinin belirlenmesi

Saflastirilan amilaz enziminin sicaklik stabilitesini belirlemek i¢in enzim &rnekleri 20,
30, 40, 50 ve 60 °C sicakliklarinda 30, 60, 90 ve 120 dakika boyunca inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra amilaz aktivitesi dl¢iilmiistiir. Elde edilen veriler, kontrol numunesine
gore bagil aktiviteleri hesaplamak i¢in kullanilmistir. Enzimin farkli sicakliklarda ne kadar

stireyle stabil kaldigi tespit edilmistir.

Amilazin optimum pH ’sznin belirlenmesi

Saflagtirilmis amilaz enziminin optimum pH’si1 belirlemek i¢in pH 4,0-12,0
degerlerinde enzim aktiviteleri incelenmistir. Farkli pH’larda tamponlar hazirlamak i¢in 50 mM
asetik asit-sodyum asetat (4,0-5,0), potasyum fosfat (pH 6,0), tris-HCI (pH 7,0-8,0), glisin-
NaOH (pH 9,0-12,0) kullanilmistir.Enzimin substrati bu tamponlar igerisinde ¢6ziindiiriilerek

hazirlanmistir. Amilaz aktivite tayini belirtilen pH’larda gergeklestirilmistir.

Enzimin pH stabilitesinin belirlenmesi

Enzimin pH stabilitesini belirlemek igin, enzim 6rnekleri 50 mM asetik asit-sodyum
asetat (4,0-5,0), potasyum fosfat (pH 6,0), tris-HCI (pH 7,0-8,0), glisin-NaOH (pH 9,0-12,0)
tampon ¢ozeltileriyle esit hacimde (1:1 oraninda) karistirilarak 25 °C’de, 1 saat boyunca inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasi amilaz aktivitesi dlgiilerek kontrol numunesine gére bagil

aktiviteler hesaplanmistir.

Metal iyonlarimin amilaz aktivitesi iizerine etkisinin belirlenmesi
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Metal iyonlarmin amilaz aktivitesi tizerine etkisinin belirlenmesi i¢in; CaClz, MnCly,
FeCls, BaClz, AgNO3s, CdN204, CuSOs4, MgClz, NiClz, ZnSOa, CoClz, HgCl2 ve CuSO4
bilesiklerinin pH 7,0, 100 mM sodyum fosfat tamponu ile 1, 3 ve 5 mM’lik ¢ozeltileri
hazirlanmistir. Enzim ve bilesik ¢ozeltileri 25 °C’de, esit hacimlerde (1:1) 1 saat inkiibe edilmis

ve enzim aktiviteleri dl¢lilmistiir. Kontrol numunesine gore bagil aktiviteleri hesaplanmistir.

Cesitli reaktiflerin amilaz aktivitesi iizerine etkisinin belirlenmesi

Reaktiflerin amilaz aktivitesi tizerinde etkisini belirlemek i¢in Tween 20, Tween 80,
Triton X-100, H2O2, SDS, CTAB ve EDTA’nin pH 7 de 100 mM sodyum fosfat tamponu ile
%10’luk ¢ozeltileri hazirlanmistir. Enzim ve ¢ozeltiler 25 °C’de esit (1:1) oranda 1 saat inkiibe
edilerek enzim aktiviteleri Olgiilmiustiir. Kontrol numunesine goére bagil aktiviteleri

hesaplanmustir.

Organik ¢oziiciilerin amilaz enzimi iizerine etkisinin belirlenmesi

Organik ¢oziiciilerin amilaz enzimi {lizerine etkisinin belirlenmesi i¢in aseton, gliserol,
etanol, DMSO ve izopropanolun pH 7,0 100 mM sodyum fosfat tamponu ile %15’1lik ¢6zeltileri
hazirlanmistir. Enzim ve ¢ozeltiler 25 °C’de esit (1:1) oranda 1 saat inkiibe edilerek enzim

aktiviteleri 6l¢iilmiistiir. Kontrol numunesine gore bagil aktiviteleri hesaplanmistir.

Ticari deterjanlarin amilaz enzimi tizerine etkisinin belirlenmesi

Ticari deterjanlarin amilaz enzimi {izerine etkisinin belirlenmesi i¢in 100 mM, pH 7,0
sodyum fosfat tamponu igerisinde %1 oraninda camasir deterjani, sivi bulasik deterjani ve el
yikama deterjaninin ¢ozeltileri hazirlanmistir. Enzim ve ¢ozeltiler esit (1:1) oranda konularak

amilaz enziminin aktiviteleri 6l¢tilmiistiir.

Ticari deterjanlarin amilaz enzim stabilitesi iizerine etkisinin belirlenmesi

Deterjanlarin amilaz enzim stabilitesi tizerine etkisini belirlemek igin 100 mM, pH 7
sodyum fosfat tamponunda %1 oraninda sivi el sabunu, ¢amasir deterjan1 ve sivi bulasik
deterjanmi ¢ozeltileri hazirlanmistir. Enzim ve ¢ozeltiler 25 °C’de esit (1:1) oranda karistirilarak

1 saat siireyle inkiibe edildikten sonra enzim aktiviteleri 6l¢iilmiistiir.

Amilaz iiretiminde patates kabuklarimin kullanilmasi

Farkli karbon ve azot kaynaklarimin yan sira, amilaz iireticisi olarak secilen bakteri
izolatinin patates kabuklarini kullanarak amilaz iiretebilme yetenekleri arastirilmistir. Bu
dogrultuda s1vi amilaz {iretim ortami olarak 0,3 g maya 6ziitlii ve farkli miktarlarda (%1, %2,

%3, %4, %S5, %7,5 ve %10) patates kabuklar1 kullanilmistir.
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Patates kabuklarinin hazirlanmasi ve amilaz iiretiminde kullanilmas

Atik patates kabuklar1 (potato peel waste: PPW) 60 °C’lik etiivde 24 saat kurutulmustur.
Kuruyan kabuklar rondo ile kiigiiltiiliip toz haline geldikten sonra 0.5 mm’lik elekten gegirilerek
kullanilmigtir. Fakli miktarlarda PPW (%1-10) ve 0,3 g maya Oziiti iceren 250 mL’lik
flasklardaki 100 mL besiyerine 1 mL onkiiltiir eklenerek 5 giin boyunca 30 °C ve 150 rpm’de

inkiibe edilmistir. Amilaz aktivite tayinleri yapilmustir.

Amilaz iiretim kosullarinin istatistiksel optimizasyonu

Amilaz iiretiminin istatistiksel optimizasyonunda Yanit Yiizey Metodolojisi (response
surface methodology: RSM) Box-Behnken Dizayn1 (BBD) ile kullanilmistir. Ug bagimsiz
degiskenin [% patates kabugu (PPW), % maya Oziitii (yeast) ve baslangi¢ pH’si] bagimli

degisken amilaz aktivitesi (U/mL) agisindan optimizasyonu gergeklestirilmistir.

Calisilan her bir faktor i¢in araliklar klasik yontemle gerceklestirilen optimizasyon
calismalar1 sonucu belirlenmistir. Araliklar patates kabugu i¢in %2,5-7,5, maya 6ziitii i¢in
%0,1-0,5 ve pH i¢in 5,0-9,0 olarak belirlenmistir. Bagimsiz faktorlerin kodlanmis ve
kodlanmamis formlar1 Tablo 8’de verilmistir. Tablo 9’da verilen deneysel tasarimin dizayni ve
analizi icin MINITAB™ v.15 (Minitab Inc., State College, PA) kullanilmistir. Tasarlanan
kosullarda toplamda 30 deney gergeklestirilmistir. Kiltiirler 100 mL ¢alisma hacmine sahip
250 mL’lik erlenmeyer siselerinde 30 °C’de, 150 rpm’de, 3 giin boyunca inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonucunda amilaz aktiviteleri ve gelisimleri dl¢iilmiistiir.

Tablo 8. Yanit Yiizey Metodolojisinde Bagimsiz Degiskenlerin Kodlanmis ve Kodlanmamis
Diizeyleri

Kodlanmis Diizeyler

Degiskenler —1 (Diisiik) 0 (Orta) +1 (Yiiksek)

Kodlanmams Diizeyler

Patates Kabugu (PPW) (%) 2,5 5 7,5
Maya Oziitii (Yeast) (%) 0,1 0,3 0,5
Baslangi¢ pH’s1 5 7 9
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Tablo 9. Yamt Yiizey Metodolojisi Kullanilarak Ug Degiskenin (PPW, Yeast ve pH) Amilaz
Uretiminin Optimizasyonu igin Box-Behnken Dizaym ile Deneysel Tasarimi ve Deneysel
Yanitlar

Sira PPW (%) Yeast (%) pH Aktivite ODe0o
(U/ml)
1 5.0 0.1 9 0.47 3.19
2 5.0 0.5 5 0.55 2.89
3 2.5 0.3 5 0.23 2.52
4 5.0 0.5 9 0.53 2.97
5 7.5 0.1 7 0.63 3.07
6 7.5 0.1 7 0.59 2.87
7 5.0 0.3 7 0.52 3.07
8 5.0 0.1 9 0.45 3.17
9 7.5 0.3 9 0.56 3.19
10 5.0 0.3 7 0.54 2.99
11 5.0 0.3 7 0.55 3.05
12 2.5 0.3 9 0.31 2.72
13 2.5 0.5 7 0.33 2.59
14 5.0 0.1 5 0.38 2.89
15 5.0 0.3 7 0.56 3.01
16 7.5 0.3 5 0.60 2.97
17 2.5 0.1 7 0.19 2.67
18 7.5 0.3 5 0.61 2.95
19 7.5 0.5 7 0.62 3.07
20 5.0 0.5 9 0.56 2.87
21 2.5 0.5 7 0.28 2.53
22 2.5 0.1 7 0.20 2.69
23 2.5 0.3 9 0.33 2.60
24 5.0 0.5 5 0.59 2.87
25 2.5 0.3 5 0.25 2.53
26 7.5 0.5 7 0.63 2.99
27 7.5 0.3 9 0.58 3.04
28 5.0 0.3 7 0.54 2.99
29 5.0 0.3 7 0.53 2.96
30 5.0 0.1 5 0.50 2.80
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Amilaz iretimini (Y) patates kabugu (PPW) konsantrasyonu (%), maya 0ziitii (yeast
extract) konsantrasyonu (%) ve pH ile iliskilendirmek igin verilere ikinci dereceden bir polinom

denklemi kurulmustur. Ug faktérlii bir sistem i¢in model denklemi sdyledir:
Y= bo + b1 X1 + b2Xz + b3X3 + b11X?1 + baz X% + b3sX?3 +b12X1 X2 + b13X1 X3 + b23X2X3

Burada Y, tahmin edilen yanit; bo, kesisim; b1, b2, bs, dogrusal katsayilar; b1, b2, b33,
karesel katsayilar; b1, b13, b23, etkilesim katsayilar1 ve X1, X2, Xs, bu ¢alismada kullanilan
bagimsiz degiskenlerdir. Deneysel verilerin regresyon analizi, yanit yiizeylerinin ¢izilmesi ve
bagimsiz degiskenlerin optimum degerlerinin belirlenmesi i¢in MINITAB varyans analizi
(ANOVA) kullanilmigtir. Yanit yiizey grafiklerinin ve kontur grafiklerinin ¢izimi i¢in de

Minitab v.15 programi kullanilmstir.

Enzimin Biyoteknolojik Uygulamalar:
Amilaz enziminin leke ¢cikarma potansiyelinin arastirilmasi

Amilaz enziminin deterjan etkisinin arastirilmasi i¢in 5x5 cm biiyiikliikte kesilen beyaz
pamuklu kumas pargalari kullanilmistir. Misir ve g¢ikolata gibi nisasta igeren gidalarla
hazirlanmig karisimlardan hazirlanmis ve kumas pargalarina 0,1 mL aktarilmigtir. Pamuklu
kumaslardaki lekelerin kurumasi ve sabitlenmesi i¢in 60 °C’de etiive birakilmistir. Tablo 10°da
gosterilen hacimlerde 250 mL’lik erlenlerde 50 mL’lik yikama soliisyonlar1 hazirlanmigtir.
Yikama soliisyonu hazirlanirken kullanilan ticari test deterjanlari, iclerinde bulunabilecek
muhtemel enzimlerin inaktivasyonu i¢in, amilaz enzimi eklenmesinden 6nce 70 °C’de 1 saat
isittlmistir. Kuruyan kumas pargalart flasklar igerisinde 30 °C’de 30 dakika boyunca 150
rpm’de inkiibe edilmistir. Inkiibe sonrasi yikanmis olan kumas parcalart musluk suyu ile

durulanmstir. 60 °C’de etiivde 1 saat kurutularak fotograflar1 ¢cekilmistir.

Tablo 10. Yikama Soliisyonu Kompozisyonu

Hacim (mL)
Yikama Soliisyonu 1 2 3 4
Sodyum fosfat tampon (100 mM, pH 7) 25 25 25 -
Deterjan Soliisyonu (%1) - - 12,5 25
Amilaz Soliisyonu (10 U/mL) - 25 12,5 -
Distile Su 25 - - 25
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Amilaz enzimi ile nanopartikiil sentezi ve nanopartikiillerin saflastirilmasi

Amilaz enziminin nanopartikiil sentezindeki potansiyelini belirlemek igin NB
besiyerine %1 oraninda ¢6ziiniilebilir nisasta ilave edilmistir. Bakteri inokulasyonundan 72 saat
sonra besiyeri 9000 rpm’de 10 dakika boyunca santrifiij edilmis ve hiicresiz siipernatant
nanopartikiil sentezinde kullanilmistir. Kontrol olarak nisasta igermeyen besiortaminda
gelistirilen  kiltlirlerin  hiicresiz ~ siipernatantt  kullanilmistir. Nanopartikiil {iretiminde
slipernatanta 2 mM konsantrasyonunda AgNO3, CoCly, CuSO4, FeSOs, MgSOs, MnSOs,
Na:SeOs ve ZnSO4 ¢ozeltilerinden ilave edilmis ve 30 °C, 150 rpm’de 72 saat inkiibe edilmistir.
Ve siire sonunda nanopartikiil iiretimleri kontrol edilmistir. ilk olarak tuz ¢dzeltileri igeren
besiyerlerinin renk degisimleri kontrol edilmistir. Nanopartikiilleri i¢eren sivilar 14000 rpm’de
5 dakika santrifiij edilmis ve sirayla kloroform, oktanol, ethanol ve saf su ile yikanarak

saflastirilmistir. Elde edilen 6rnek 60 °C’de kurutulmus ve havanda toz haline getirilmistir.

Nanopartikiillerin karakterizasyonu

Bakterinin amilaz igeren kiiltiir siipernatant1 kullanilarak sentezlenen nanopartikiillerin
karakterizasyonu ultraviyole-goriiniir (UV-visible) spektroskopisi, Fourier transform infrared
(FT-IR) spektroskopisi, X-1sin1 difraktrometresi (XRD), taramali elektron mikroskobisi (SEM)
ve gegcirimli elektron mikroskobisi (TEM) ile gergeklestirilmistir.

UV spektroskopisi ile nanopartikiillerin karakterizasyonu

Nanopartikiillerin UV spektrumlari, 190-700 nm araliginda Shimadzu UV-Vis
spektrofotometre (UV-1800, Shimadzu Corporation, Kyoto, Japonya) ile elde edilmistir. Kor
numune igin ilgili besiyeri kullanilmistir (Sharifi -Rad et al., 2020).

Fourier transform infrared (FT-IR) spektroskopisi

FT-IR analizi Bruker Vertex 70 kullanilarak 500-4000 cm™ dalga sayis1 bolgesinde KBr
yontemi ile yapilmistir (Jayawardena et al., 2021).

X-1stn1 difraktrometresi (XRD)

Nanopartikiillerin yiizey morfolojisini, boyutunu ve kristal yapisini incelemek i¢in XRD
kullanilmistir. Kirinim modeli, A =1.541 A° dalga boyuna sahip Cu Ka radyasyonu kullanilarak
elde edilmistir. XRD ¢alismalar1 i¢in cam bir plaka iizerine az miktarda 6rnek konularak
ornegin ince bir filmi yapilmistir. Tarama 10° ile 80° 20 deger araliginda 0.02 minl ve 1 saniye
zaman sabitinde taranmistir. Cihaz 30 mA akim ve 40 kV voltajda ¢calistirilmistir (Naseer et al.,
2020; Jayawardena et al., 2021).
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Taramali elektron mikroskobu (SEM)

Sentezlenen nanopartikiillerin boyut, morfolojik ve kantitatif elemental analizi enerji
dagitict X-151m1 spektrumlart (EDX) ile taramali elektron mikroskobu (SEM) kullanilarak
belirlenmistir (Jayawardena et al., 2021).

Gegirimli elektron mikroskobu (TEM)

Parcacik boyutunu, morfolojisini ve bilesimini belirlemek i¢in nanopartikiiller, yiiksek
¢oziinlirliklii bir TEM - Hitachi HT-7700 kullanilarak gorsellestirilmistir (Jayawardena et al.,
2021).
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ARASTIRMA BULGULARI

Bakterilerin izolasyonu

Oda sicakliginda ve buzdolabinda 15 giin boyunca beklemis patateslerden 40 adet

bakteri izole edilmis ve saf kiiltiirleri hazirlanip gliserol stoklarda -80 °C’de saklanmustir.

Bakteri izolatlarinin Amilaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Saflastirilmis 40 bakteri izolatinin amilaz iiretim potansiyelleri %1 ¢6ziinebilir nigasta
iceren NNA besiyerlerinde gelisimleri sonrasi liigol soliisyonu ile muamele edilmeleriyle
belirlenmistir. Test edilen bakterilerin %25’inde amilolitik seffaf zon gozlenmistir. Kati
besiyeri {lizerinde olusturduklari zon ¢aplarinin genisligine gore Sekil 3’te gosterilen B5 (18
mm), B19 (15 mm), B22 (21 mm), B27 (14 mm) ve B31 (12 mm) izolatlar1 se¢ilmis ve kantitatif

amilaz aktivite tayininde kullanilmiglardir.

-

B27 B3l

Sekil 3. Patatesten elde edilen izolatlarla NNA iizerinde 30 °C’de 2 giinliik inkiibasyon
sonucu gozlenen amilolitik zonlar

Kantitatif Amilaz Aktivite Tayini

NNA’da en genis amilolitik zon ¢apina sahip olan 5 izolat s1vi amilaz iiretim ortaminda
gelistirilerek aktivite tayinleri gerceklestirilmistir. Ek 1’de verilen maltoz grafiginden
yararlanilarak aktivite hesaplamalar1 yapilmistir. Sekil 4’te gosterildigi gibi 3. giinde en yiiksek
aktiviteye sahip izolatin 0,78 U/mL ile B22 kodlu izolat oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4. Bakteri izolatlarinin s1vi amilaz iiretim ortaminda 30 °C’de 4 giinliik amilaz aktiviteleri

En Iyi Amilolitik Bakteri izolatinin Tanilanmasi

Amilaz aktiviteleri karsilastirilan izolatlardan en genis zon olusturan ve sivi amilaz
tiretiminde en yiiksek aktiviteye sahip olan B22 kodlu bakteri klasik yontemlerle ve 16S rDNA

sekanslamasiyla tanilanmigtir.

Klasik yontemlerle tanilama

Klasik yontemlerle bakteri tanilanmasinda biyokimyasal, morfolojik ve fizyolojik

testler uygulanmistir (Galushko and Kuever, 2020) ve sonuglar Tablo 11°de verilmistir.

Koloni morfolojisi: B22 kodlu izolatin pigmentsiz, parlak ve yuvarlak koloniler

olusturdugu gézlemlenmistir.

Hareket testi: B22 izolatinin igne 6ze ile yumusak dik agar besiyerine ekimi ve 30
°C’de bir giinliik inkiibasyonu sonucu ekim alani boyunca bulaniklik gézlemlenmis ve hareketli

oldugu sonucuna varilmstir.

KOH testi: B22 izolatinin hiicre duvar 6zelliklerine gore siniflandirmak igin %3’likk
KOH ¢6zeltisi ile muamelesi sonrasinda siinme gézlemlenmemis ve izolat Gram-pozitif olarak

degerlendirilmistir.

Hemoliz testi: Kanli agarda gelisen B22 kodlu izolatta seffaf zon gozlenmediginden

hemoliz aktivitesinin bulunmadigi belirlenmistir.
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Katalaz testi: B22 izolatinda katalaz enziminin varliginmi belirlemek igin
gergeklestirilen testte H,O2 damlatildiginda gaz kabarcigi olustugu goézlemlenmistir ve katalaz

pozitif olarak degerlendirilmistir.

Ureaz testi: B22 kodlu izolatin iireli ortamda inkiibasyonu sonucu iireyi parcalamadig1

icin ortam renginde bir degisiklik meydana getirmedigi ve sar1 renkte kaldig: tespit edilmistir.

Lipaz testi: Lipolitik aktivitenin belirlenmesi amaciyla yapilan bu testte B22 izolatinin

cevresinde seffaf zona rastlanmamustir.

Seliilaz testi: Seliilaz enzimini iiretebilme 6zelligine sahip olup olmadigini incelemek
icin gergeklestirilen test sonucu B22 kodlu izolatin CMC’yi pargaladigi ve Congo-red ile

kirmiziya boyanmis olan zeminde koloni etrafinda seffaf zonun olustugu gézlenmistir.

Asparaginaz testi: Asparagin iceren sar1 renkli kati besiyerini B22 kodlu izolatin

asparaginaz enzimi ile pembe renge doniistiirdigli gozlemlenmistir.

Glutaminaz testi: B22 izolati glutamik asit ve fenol kirmizisi igeren kat1 besiyerinin

rengini pembeye ¢evirdigi gozlemlenmistir.

D-Ksiloz testi: B22 izolatinin besiyeri rengini sariya dondiirerek asit 6zelligi gosterdigi

gozlenmistir ve Ksilozu fermente edebildigi kanisina varilmistir.

D-Maltoz testi: B22 izolatinin ortam rengini sariya ¢evirdigi gézlemlenmistir. Bu da

B22 izolatinin ortamdaki karbonhidrati kullanarak fermantasyon yaptigini gostermistir.

L-Arabinoz testi: B22 izolatinin ortamin pH’simi diigiirerek sar1 renge gevirdigi

belirlenmistir. Bu da izolatin ortamdaki sekeri kullanarak fermentasyon yaptigini géstermistir.

Myo-Inositol testi: Diger seker testlerinde oldugu gibi pH degerinin degismesine bagl
renk doniistimleri izlenmistir. B22 izolatinin bulundugu ortami pembe rengine doniistiirdiigi
belirlenmistir. Dolayisiyla izolatin karbon kaynagi olarak sekeri fermente edemedigi tespit

edilmistir.

Molekiiler Yontemlerle Tanilama

B22 izolatinin molekiiler karakterizasyonunda 16S ribozomal DNA gen bolgesi sekans
analizi hizmet alimi yoluyla gergeklestirilmistir. Ek 2’de verilen B22 izolatina ait sekans NCBI
veri tabanindaki sekanslarla karsilastirilarak B22 izolat1 Priestia megaterium strain SFA susu
olarak tanilanmig ve OR415891.1 GenBank erisim numarast alinmistir. Ayrica, Phylogeny.fr

platformu ile insa edilen P. megaterium SFA filogenetik agact Ek 3’te verilmistir.
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Tablo 11. Amilolitik B22 izolatinin Ozellikleri

izolat Kodu B22
Bakteri Susu P. megaterium SFA
GenBank Numarasi OR415891.1
Koloni Rengi Parlak, krem rengi
Koloni Sekli Yuvarlak
Hiicre Sekli Basil
Hareket +

Gram +

Katalaz +

Ureaz -
Hemoliz -

Lipaz -
Asparaginaz i

Seliilaz +
Glutaminaz +

Proteaz +
D-ksiloz +

Maltoz +
L-arabinose +
Myo-inositol -

P. megaterium SFA’nin Amilaz Uretim Kosullarinin Optimizasyonu

P. megaterium SFA’nin amilaz tiretimi i¢in optimum sartlarin belirlenmesi amaci ile en
uygun inkiibasyon siiresi, inokulum miktari, baslangic pH’s1, inkiibasyon sicakligi, farkli azot

ve karbon kaynaklar1 ve bunlarin konsantrasyonlar1 belirlenmistir.

Inkiibasyon siiresinin amilaz iiretimi iizerine etkisi

P. megaterium sivi amilaz iiretim ortaminda 30 °C’de, 185 rpm’de 5 giin boyunca
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon boyunca her giin amilaz aktivite tayini yapilmistir. Sekil 5’te
goriildiigii gibi en yiiksek amilaz tiretiminin 0,78 U/mL aktivite ile inkiibasyonun 3. giiniinde

(72. saatte) oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 5. P. megaterium SFA’nin sivi amilaz iiretim ortaminda 30 °C ve 185 rpm’de 5 giinliik
inkiibasyon siiresinde amilaz tiretimi

Optimum inokulum miktarmin amilaz iiretimine etkisi

Inokiiliim miktarmin amilaz iiretimi iizerine etkisinin belirlenmesi icin amilaz iiretim
ortamlarina farkli hacimlerde as1 kiiltiirle inokulasyon yapilmistir. Inokulumun baslangig
bakteri konsantrasyonu ODeoo 2 olarak ayarlanmustir. 72. saatte yapilan aktivite tayininde Sekil
6’da goriildiigi tizere 0,76 U/mL aktivite degerine sahip olan 1 mL en uygun inokulum miktari
olarak saptanmistir. Diger inokulum miktarlariyla da yakin sonuglar elde edilmekle birlikte,

calismalara 1 mL inokulum miktari ile devam edilmistir.
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Sekil 6. P. megaterium SFA’nin inokulum miktarinin amilaz tiretimine etkisi

Baslangi¢c pH’sinin amilaz iiretimi iizerine etkisi

Amilaz tiretimi i¢in optimum baslangic pH degerinin belirlenmesinde P. megaterium

bakterisi pH 5,5-10,0 araliginda hazirlanan sivi amilaz tiretim ortaminda 30 °C’de, 3 giin
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stireyle inkiibe edilmistir. Sekil 7’de goriildiigii lizere en yiiksek amilaz iiretimi pH 7,0°de elde

edilmistir. Diger pH degerlerinde enzim tiretiminde kademeli diisiis oldugu gézlenmistir.
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Sekil 7. Baslangi¢ pH’sinin P. megaterium SFA ile amilaz {iretimi iizerine etkisi

Sicaklhigin amilaz iiretimi iizerine etkisi

P. megaterium ile amilaz iretimi i¢in optimum sicakligi belirlemek i¢in farkli
inkiibasyon sicakliklar1 denenmistir. P. megaterium izolatinin 72 saatlik inkiibasyon sonundaki
enzim aktivite degerleri Sekil 8’de gosterilmistir. Enzim iiretimi igin optimum sicakligin 35 °C

oldugu belirlenmistir. 25 °C, 30 °C ve 40 °C’de ise enzim iiretiminde diisiis oldugu tespit

edilmistir.
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Sekil 8. Sicakligin P. megaterium SFA ile amilaz iiretimi tizerine etkisi
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Azot kaynaklarimin amilaz iiretimi iizerine etKkisi

Farkl1 azot kaynaklarinin amilaz tiretimi iizerine etkisini belirlemek i¢in karsilastirilan
azot kaynaklar1 arasindan en yiiksek amilaz tiretimi Sekil 9°da da goriildiigi tizere maya oziitii
varhiginda tespit edilmistir. inorganik azot kaynaklarinin organik azot kaynaklarina gére daha

diisiik enzim iiretimine neden oldugu gorilmiistiir.
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Sekil 9. Azot kaynaklarinin P. megaterium SFA ile amilaz {iretimi iizerine etkisi

Maya oziitiiniin farkh konsantrasyonlarinin belirlenmesi

Amilaz {iiretimi i¢in en 1yl azot kaynagi olarak segilen maya Oziitiiniin farkli
konsantrasyonlarinda elde edilen amilaz aktiviteleri Sekil 10°da verilmistir. Sekil 10°da
gosterildigi gibi en iyi enzim iiretimi %0,3’liik maya 0ziitiiniin varliginda goriilmiistiir. %0,1
oraninda enzim iiretiminin diistiigl tespit edilmistir. %0,5 ve %1 oraninda ciddi diisiislerin

goriilmedigi belirlenmistir.
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Sekil 10. Maya 0ziitii konsantrasyonlarinin P. megaterium SFA amilaz {iretimi tizerine etkisi.

Karbon kaynaklarinin enzim iiretimi iizerine etkisi

Karbon kaynaklarmin amilaz enzimi {izerine etkisini belirlemek i¢in optimum pH’ya
ayarli besiyerleri optimum sicakliga ayarlanmis inkiibatorlerde 72 saat inkiibe edilmistir. Elde
edilen sonuglar Sekil 11°de verilmistir. %1 karbon kaynaklarinin bulundugu besiyerlerinde P.
megaterium’un en 1iyi enzim {retiminin ¢Oziinebilir nisasta kullanildiginda oldugu
gozlemlenmistir. En az enzim iiretiminin glukoz bulunan besiyerinde oldugu tespit edilmistir.
Patates ve bugday nisastasinin bulundugu besiyerinde de enzim iiretiminin ayni seviyede

oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 11. Karbon kaynaklarmin (%1) P. megaterium SFA’nin amilaz iiretimi {izerine etkisi
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Coziinebilir nisastanin farklh konsantrasyonlarinin amilaz iiretimine etkisi

Coziinebilir nisastanin %0,25 - 2,5 konsantrasyonlarda enzim iiretimi tizerine etkisi
Sekil 12°de verilmistir. Sekilde de gorildigii gibi en iyi enzim tretimi %1 nisasta igeren
besiyerinde goriilmiistiir. %0,25 ve %0,50 konsantrasyonlarinda enzim tiretiminde ciddi diisiis
gbzlenmistir. %1,5, %2 ve %2,5 konsantrasyonlu besiyerlerinde ise enzim iiretiminde diislis

oldugu ve birbirlerine ¢ok yakin degerlerde oldugu tespit edilmistir.

0,25 5 2 2,5

0,50 1 1

A
o o -

Amilaz Aktivite (U/mL)
o o
N B

o

Coziinebilir Nisasta Konsantrasyonlari (%)

Sekil 12. Coziinebilir nisastanin farkli konsantrasyonlarinin P. megaterium SFA ile amilaz
iiretimi lizerine etkisi

Patates Kabuklarindan Amilaz Uretimi

Hazir karbon kaynaklarina ek olarak P. megaterium SFA bakterisinin patates pargalari
varliginda da amilaz iiretebilecegi goriilmiistiir. Buradan yola ¢ikarak patates kabuklarinin da
amilaz iiretiminde degerlendirilebilecegi kamisina varilmustir. Ik olarak farkli miktarlarda
patates kabuklar1 varliginda amilaz tiretimi arastirilmigtir. Sekil 13°te gortildiigi iizere patates
kabuklarinin miktar1 arttikca enzim {retiminin artti@i goriilmiis; ancak besi ortaminin

viskozitesi arttigindan dolay1 %10’dan yiiksek konsantrasyonlara ¢ikilamamustir.
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Sekil 13. Farkli patates kabugu konsantrasyonlarinda P. megaterium SFA izolatinin amilaz
liretimi

Amilaz iiretim kosullarnmn RSM ve BBD ile istatiksel optimizasyonu
P. megaterium SFA ile amilaz iiretimi, yanit yiizeyi metodolojisinin BBD tasarimi

kullanilarak optimize edilmistir. PPW, maya 6ziitli ve pH’nin etkilerini belirlemek i¢in yapilan

BBD deneylerinin sonuglar1 Tablo 9°da gosterilmistir.

Amilaz tiretimi i¢in ANOVA sonrasinda elde edilen regresyon denkleminin katsayilari
sirasiyla Tablo 12’de sunulmustur. Boylece, amilaz iiretim tahmini i¢in asagidaki model

denklem olusturulmustur:

Amilaz (U/mL)= -0.852 + 0.2672 PPW + 0.946 Yeast + 0.1070 pH - 0.01439
PPW*PPW- 0.483 Yeast*Yeast - 0.00481 pH*pH - 0.0497 PPW*Yeast - 0.00578 PPW*pH -
0.0280 Yeast*pH

Tablo 12. Amilaz Uretimi I¢in Tahmin Edilen Coklu Belirleme Regresyon Katsayilar1 (R?)

Terim Katsay1 Standart Hata t p
Sabit 0.5419 0.0120 45.02 0.000
PPW 0.16970 0.00737 23.02 0.000
Yeast 0.04226 0.00737 5.73 0.000
pH 0.00459 0.00737 0.62 0.540
PPW*PPW -0.0900 0.0108 -8.29 0.000
Yeast*Yeast -0.0193 0.0108 -1.78 0.090
pH*pH -0.0193 0.0108 -1.77 0.091
PPW*Yeast -0.0248 0.0104 -2.38 0.027
PPW*pH -0.0289 0.0104 -2.77 0.012
Yeast*pH -0.0112 0.0104 -1.08 0.295
S:0.0294840 R% 97.01% R? (adj): 95.67% R? (pred): 92.48%
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Modelin belirleme katsayis1 (R?) amilaz iiretimi igin 0,97 olarak hesaplanmustir. R?
degeri 1.0’a ne kadar yakinsa model o kadar giigliidiir. Bu da model denkleminin verilere
yeterince uydugunu gostermektedir. Amilaz iiretimi icin 0,92’lik pred R? degeri, 0,95’lik adj
R? degeri ile iyi bir uyum igindedir (Tablo 12). Bu da amilaz iiretimi i¢in deneysel ve tahmini

degerler arasinda iyi bir uyum oldugunu kanitlamstir.

Tablo 13. Kodlanmis Degerler Kullanilarak Amilaz Uretimi i¢in Varyans Analizi

SS: MS:
Serbestlik Karelerin Ortalama
Source Derecesi  toplanmm kare F P
Model 9 0564199 0.062689 72.11 0.000
Linear 3 0.489697 0.163232 187.77 0.000
Square 3 0.061886 0.020629 23.73 0.000
2-Way Interaction 3 0.012616 0.004205 4.84 0.011
Error 20 0.017386 0.000869
Lack-of-Fit 3 0.006024 0.002008 3.00 0.059
Pure Error 17 0.011362 0.000668
Total 29 0.581585

Tablo 12’deki model katsayilarmin biyiikliikleri, PPW’nin amilaz iiretimi iizerinde
maya 0zitli ve pH’dan daha belirgin bir etkiye sahip oldugunu gostermistir. pH’ nin etkisinin
ise istatiksel olarak dnemli olmadig1 goriilmiistiir (p>0,05). Karesel etkilerde pozitif bir deger,
ilgili degiskenin daha yiiksek bir seviyeye ¢ikarilmasi halinde yanitta bir artis oldugunu
gosterirken, negatif deger degiskenin diisiik seviyelerinde daha iyi bir yanit elde edildigini
gosterir. Tablo 12°ye bakildiginda, PPW, maya 6ziitii ve pH nin negatif karesel etkileri vardir.
Maya oziitii ve pH’nin karesel etkilerinin biiyiikliiklerinin ayni oldugu goriilmiis ancak her
ikisinin de istatiksel olarak 6nemli olmadiklar1 bulunmustur (p> 0,05). Etkilesimler i¢in, pozitif
bir deger, her iki degiskenin de diisiik veya yiiksek olmak iizere ayni seviyeye degismesi
durumunda yanitin arttigin1 gosterir. Negatif bir deger ise degiskenler zit yonde degisirse (bir
degisken yiiksek bir seviyeye ¢ikarken digeri diigiik bir seviyeye inerse) yanitin arttigini gosterir
(Martendal et al., 2007). Etkilesimli etkilerin hepsi negatif olup maya 6ziitii ve pH etkilesiminin

istatistiksel olarak onemli olmadig1 goriilmistiir (p>0,05).

Tablo 13’te gosterilen varyans analizi sonuglari, modelin amilaz tiretimi i¢in 6nemli

dogrusal, ikinci dereceden ve etkilesim etkilerine (p<0.05) sahip oldugunu gdstermistir.
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Varyans analizi sonuglart modelin amilaz tiretimini tahmin etmede yeterli oldugunu 0.059 olan,

onemsiz (p>0.05) uyum eksikligi (Lack-of-fit) degeri ile ortaya koymustur.
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Sekil 14. Amilaz tiretimi lizerinde (a) PPW ve yeast, (b) yeast ve pH ve (c) PPW ve pH etkisini
gosteren yanit yiizeyi grafikleri
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Sekil 15. Amilaz iretimi {izerinde (a) PPW ve yeast, (b) yeast ve pH ve (c) PPW ve pH etkisini
gosteren kontur grafikleri

Amilaz iretimi igin a) PPW’ye kars1 yeast, b) yeast’e karsi pH, ¢c) PPW’ye kars1 pH i¢in
yamit yiizey grafikleri Sekil 14°te ve kontur grafikleri Sekil 15°te verilmistir. Ugiincii faktér,
tiim durumlarda, merkez noktada sabit tutulmustur (yani sirastyla pH 7, PPW 5, yeast 0,3).

Yanit yiizeyi ve kontur grafikleri, amilaz {iretimi i¢in gereken optimum kosullar1 ve
degiskenler arasindaki etkilesimi anlamaya yardimc1 olmaktadir. Sekil 14’teki ylizey grafikleri,
optimum noktalarin tasarim sinirlari i¢inde oldugunu ve maksimum yanit i¢in ii¢ degiskenin

her birinin optimum seviyelerini isaret eden zirve noktalarini gostermektedir.

Tiim yiizey ve kontur grafiklerine bakildiginda PPW ve yeast degiskenlerinin seviyeleri
arttikca amilaz iretiminin belirli bir seviyeye kadar arttigini gdstermistir. Tablo 12’°deki p
degerinden de goriildiigli lizere pH’nin amilaz {iretimi {lizerindeki etkisinin 6dnemsiz oldugu

Sekil 14.b ve Sekil 14.c’de goriilmiistiir.

Dairesel, eliptik veya eyer olabilen kontur grafiklerinin sekilleri, degiskenler arasindaki

etkilesimlerin 6nemini gostermek igin baska bir ara¢ saglar. Dairesel kontur grafigi ihmal
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edilebilir bir etkilesime isaret ederken, eliptik veya eyer kontur grafigi ilgili degiskenler
arasinda 6nemli bir etkilesim oldugunu gosterir (Murthy et al., 2000). Sekil 15.a ve 15.c’de
daha eliptik bir kontur grafigi gozlenirken, Sekil 15.b’de dairesel bir kontur grafigi
goriilmektedir. Bu da Tablo 11°deki degiskenlerin etkilesim degerleriyle tutarlidir. PPW- yeast
ve PPW-pH etkilesimi istatistiksel olarak 6nemli (p<0,05) nitelendirilirken, yeast-pH etkilesimi

istatistiksel olarak dnemsiz (p>0,05) ve ihmal edilebilir nitelendirilebilir.

Minitab v.15’in "response optimizer (yanit optimize edici)” se¢enegi kullanilarak,
calisilan ii¢ faktoriin optimum degerleri Sekil 16°da gosterildigi gibi %7,4 PPW, %0,44 yeast
ve pH 5,3 olarak bulunmustur. Bu optimum degerler kullanilak elde edilmesi beklenen aktivite
ise 0,638 U/mL olarak belirlenmistir. Modeli dogrulamak igin, belirlenen optimize kiiltiir
kosullar1 kullanilarak amilaz {iretimi i¢in deneyler {i¢ tekrar halinde gerceklestirilmistir. Bu
optimum kosullar kiiltiirlerde kullanildiginda, gézlenen aktivite, 0,638 U/mL olan tahmin

degerlerine ¢ok yakin olan 0,642 U/mL olarak bulunmustur.

Optimal PR ‘feast pH
o+ 1.000 High T.50 0.50 9.0
T Cur [7.44495] [0.4394] [5.3636]
Low 2.50 0.10 5.0
Amnylaze
Maxinnum
y = 0.6379
d = 1.0000

Sekil 16. Maksimum amilaz iiretimi i¢in Minitab-Yanit optimize edici ile tahmin edilen
optimum degerler

P. megaterium SFA Amilazimin Saflastirilmasi ve Karakterizasyonu
Enzim saflastirilmasi

Sivi amilaz tiretim ortaminda gelistirilen P. megaterium SFA’dan amilaz enziminin
saflagtirilmasi i¢in amonyum siilfat ¢oktiirmesi, ultrafiltrasyon ve iyon degisim kromatografisi
gerceklestirilmistir ve sonuglar Tablo 14°te verilmistir. Sonuglara gére, amilaz 20,4 kat, %9,6

verimle ve 10,2 U/mg spesifik aktivite ile saflastirilmistir.
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Tablo 14. P. megaterium SFA Amilazinin Saflagtirma Asamalari

Saflagtirma Hacim Protein kons. Toplam Aktivite Toplam Spesifik Saflastirma Saflastirma
islemi (mL) (mg/mL) protein (U/mL) aktivite aktivite verimliligi  derecesi
(mg) (V)  (U/mg) (%)

Stipernatant

) 100 18 180 0,8 80 0,5 100 1
(Ham enzim)
Amonyum silfat )5 35 525 287 43 083 54 17
¢Oktiirmesi
Iyon degisim
kromatografisi 15 0,05 0,75 0,51 7,65 10,2 9,6 20,4

Spesifik amilaz aktivitesi (U/mg protein): Amilaz aktivitesi (U/mL)/Protein miktar1 (mg/mL)

Saflagtirma verimliligi (%): [Toplam amilaz aktivitesi (U)/Siipernatant toplam amilaz aktivitesi
(U)]x100

Saflagtirma derecesi: Spesifik amilaz aktivitesi (U/mg)/Siipernatant spesifik amilaz aktivitesi
(U/mg)

SDS-PAGE Analizleri ve Amilaz Enziminin Molekiiler Kiitlesinin Hesaplanmasi

Saflagtirma islemlerinin etkinliginin degerlendirilmesi ve amilaz enziminin
elektroforetik 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in saflagtirma basamaklarindan elde edilmis olan
orneklerin SDS-PAGE analizleri Laemmli yontemine gore gerceklestirilmistir (Laemmli,
1970). Bu analizde, ayirma jeli i¢in %12,5’lik, yigma jeli igin ise %S5’lik akrilamid jel
kullanilmigtir. Sekil 17°de SPS PAGE analizi gosterilmistir.

Sekil 17. Saflastirilmig P. megaterium amilaz enziminin SDS-PAGE analizi. M: Precision Plus
Protein Unstained Standart (250- 10kD); 1: Saflastirilmis amilaz 6rnegi
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Precision Plus Protein™ Unstained Protein Standardi kullanilarak ¢izilen ve Sekil Ek
4.2’den elde edilen denklem kullanilarak, amilaz enziminin nispi gé¢ mesafesi uygun bir

konuma yerlestirilerek bliyiikliigiiniin logaritmasi elde edilmistir. Bu degerin enterpolasyonu,

amilaz protein bandinin molekiiler agirliginin 57 kDa oldugunu géstermistir.

Amilaz Enzim Reaksiyonuna Ait Ky ve Vimax Kinetik Sabitlerinin Saptanmasi

Saflastirilan amilaz enziminin Kinetik sabitlerini belirlemek i¢in substrat olarak %0,1-
%?2 konsantrasyon araliginda ¢oziinebilir nisasta kullanilmistir. Amilaz enziminin Michaelis-
Menten grafigi Sekil 18’de ve Lineweaver Burk grafigi Sekil 19°da verilmistir. Kinetik
grafiklerinden yapilan hesaplamalara gore, enzimin Vmax degeri 13,3 U/mg protein ve Km degeri

0,126 mM olarak bulunmustur.
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Sekil 18. P. megaterium SFA amilazinin Michaelis-Menten grafigi
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Sekil 19. P. megaterium SFA amilazinin Lineweaver-Burk grafigi

pH’nin amilaz aktivitesi iizerindeki etkisi

Amilaz enziminin optimum pH degerini belirlemek icin pH 4,0-12,0 degerlerinde
aktivite tayinleri yapilmistir. Sekilde 20°de verildigi gibi amilaz enziminin 2,29 U/mL aktivite

degeri ile optimum pH’s1 9,0 olarak saptanmuistir.

4 5 6 7 8 9 10 11 12

pH

Amilaz Aktivite (U/mL)
o = N
(6a] = (6a] N (6a]

o

Sekil 20. pH’nin P. megaterium SFA amilaz enzim aktivitesine etkisi

Amilaz enziminin pH stabilitesi

Amilaz enziminin pH stabilitesini belirlemek i¢in enzim soliisyonu pH 4,0-12,0

degerlerinde 1 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir. Enzim aktiviteleri 6l¢iilmiis kontrol
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numunesine gore kalan aktiviteler hesaplanmustir. Sekil 21°de gosterildigi gibi en yiiksek kalan
aktivite degeri (%126,19) pH 9,0’da tespit edilmistir.
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Sekil 21. P. megaterium SFA amilaz enziminin pH stabilitesi

Sicaklhigin amilaz aktivitesi iizerindeki etkisi

P. megaterium’un farkli sicakliklarda 72 saatlik inkiibasyonu sonucunda elde edilen
amilaz aktivite sonuglar1 Sekil 22’de verilmistir. En yiiksek aktivitenin (1,58 U/mL) elde

edildigi optimum sicaklik degeri 40 °C olarak belirlenmistir.
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Sekil 22. Sicakligin P. megaterium SFA amilaz enzim aktivitesine etkisi

Amilaz enziminin sicakhk stabilitesi

Sicaklik stabilitesinin belirlenmesinde enzim 20 °C, 30 °C, 40 °C, 50 °C, 60 °C ve 70
°C’de; 30, 60, 90 ve 120 dakikalik inkiibasyonlara birakildiktan sonra enzim aktiviteleri
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Ol¢iilmiis ve kontrol numunelerine gore kalan aktiviteler hesaplanmis ve sonuglar Sekil 23’te

verilmistir. Enzimin 30 dakika 6n inkiibasyonla 40 °C’de kararli oldugu ve aktivitesinde diisiis

olmadig goézlenmistir. 120 dakika sonunda bile enzimin aktivitesini 20 °C’de %45 oraninda,
30 °C’de %75 oraninda, 40 °C’de %84 oraninda, 50 °C’de %60 oraninda, 60 °C’de %29 ve 70
°C’de ise %22 oraninda korudugu tespit edilmistir. Ek olarak; daha kisa siirede gergeklesen

inkiibasyon sonunda amilaz enzimi diger siireclere nispeten kararligini daha yiiksek oranlarda

korumustur.
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Sekil 23. Sicakligin P. megaterium amilaz enzim aktivitesine etkisi

Metal iyonlarinin amilaz aktivitesi iizerindeki etKkisi

- Kontrol
20 °C
30 °C
40 °C
=50 °C
=060 °C
=70 °C

Sekil 24’te goriildiighi tizere farkli konsantrasyonlardaki iyonlar arasinda enzim

tiretimini artiran iyonun olmadigi tespit edilmistir. Tiim iyonlarin varliginda enzim iiretiminin

farkli oranlarda azaldig: belirlenmistir.
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Sekil 24. Metal iyonlarmin P. megaterium SFA amilaz aktivitesine etkisi

Cesitli reaktiflerin amilaz aktivitesi lizerindeki etkisi

Reaktiflerin varliginda amilaz bagil aktiviteleri Sekil 25°te verilmistir. Amilaz bagil
aktiviteleri Tween 20 varliginda %102, Tween 80°de %94, Triton X-100’de %77, H202’de %0,
SDS’de %188, CTAB’de %62 ve EDTA’da %77 olarak belirlenmistir. Tween 20 ve 80°de
onemli bir fark gézlenmezken H202’de enzimin tamamen inhibe oldugu gozlenmistir. Triton
X-100, CTAB ve EDTA varliginda enzim aktivitesinde farkli oranlarda diisiis tespit edilmistir.
SDS varliginda ise aktivitenin yaklagik iki katina ¢iktig1 goriilmiistiir.
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Sekil 25. Reaktiflerin P. megaterium SFA amilaz aktivitesine etkisi

Cesitli organik coziiciilerin aktivitesi lizerindeki etkisi

Sekil 26°da goriildiigii gibi farkli organik ¢oziiciilerin varliginda bagil amilaz aktiviteleri
sirastyla aseton varliginda %82, gliserolde %85, ethanolde %75, DMSO’da %95,
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izopropanolde %81 olarak belirlenmistir. Higbir organik ¢6ziicli varliginda enzim aktivitesinde

art1s gozlemlenmemistir.

Kontrol Aseton Gliserol Etanol DMSO izopropanol
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Kalan aktivite (%)
S (@]
o o

N
o O

Organik coziiciiler (%15)
Sekil 26. Organik ¢oziiciilerin P. megaterium SFA amilaz aktivitesine etkisi

Ticari deterjanlarm amilaz aktivitesi iizerindeki etkisi

Sekil 27°de goriildiigi gibi en yiiksek aktivite camasir deterjaninda 0,97 U/mL olarak
gozlemlenmistir. Diger deterjanlar varliginda aktiviteler sirasiyla sivi bulasik deterjaninda 0,79

U/mL, s1v1 el sabununda ise 0,56 U/mL olarak belirlenmistir.
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Sekil 27. Ticari deterjanlarin amilaz aktivitesi iizerine etkisi

Ticari deterjanlarin amilaz stabilitesi iizerine etkisi

Sekil 28’de gosterildigi lizere amilazin bagil aktivite degerleri sirasiyla sivi el sabunu

varliginda %61, camasir deterjaninda %104 ve bulasik deterjaninda %85 olarak belirlendi.
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Sekil 28. Ticari deterjanlarin amilaz enzim stabilitesi lizerine etkisi

P. megaterium SFA Amilaz Enziminin Biyoteknolojik Uygulamalari
Amilaz enziminin leke ¢ikaric etkisinin belirlenmesi

Tablo 9’a gore farkli bilesimlerdeki yikama ¢6zeltileri hazirlanmisg ve amilaz enziminin
lekeleri ¢ikarmadaki etkisinin arastirilmasi i¢in misir ve ¢ikolata lekeli kumaslar 30 °C ve 180
rpm’de 30 dakika siireyle inkiibe edilmistir. Ayrica, amilaz enziminin 60 °C sicaklikta ¢ikolata
lekeleri tizerindeki etkisi de incelenmistir. Sekil 29 ve Sekil 30’daki sonuglar, amilaz enziminin
30 °C’de hem misir hem de ¢ikolata lekelerini ¢ikarmada etkili oldugunu gostermistir. Ayrica,
ek bir deney olarak 60 °C sicaklikta gergeklestirilen caligma (Sekil 31), amilaz enziminin
cikolata lekesini daha etkili bir sekilde ¢ikardigimi ortaya koymustur. Bu durum, amilazin
sicaklik arttikga etkinliginin de artabilecegini gostermistir. Sonuglar, amilaz enziminin diisiik
sicaklikta bile etkili bir leke cikarici olarak islev gorebildigini ve ozellikle daha yiliksek
sicakliklarda ¢ikolata lekesine kars1 daha gii¢glii bir etkiye sahip oldugunu gostermistir.
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Kontrol 1.

Sekil 29. P. megaterium’un farkli yikama ¢ozeltilerinde musir lekesi {izerindeki yikama
performansi. 1. Distile su ve tampon; 2. Enzim ve tampon; 3. Enzim, tampon ve ¢amasir
deterjani; 4. Enzim, tampon ve s1vi el sabunu; 5. Enzim, tampon ve bulasik deterjani; 6. Distile
su ve s1v1 el sabunu; 7. Distile su ve bulasik deterjani; 8. Distile su ve ¢camasir deterjani

Kontrol

Sekil 30. P. megaterium’un 30 °C’de farkli yikama ¢ozeltilerinde gikolata lekesi tizerindeki
yikama performansi. 1. Distile su ve tampon; 2. Enzim ve tampon; 3. Enzim, tampon ve ¢amasir
deterjani; 4. Enzim, tampon ve bulasik deterjani; 5. Enzim, tampon ve sivi el sabunu; 6. Distile
su ve ¢camagsir deterjani; 7. Distile su ve sivi el sabunu; 8. Distile su ve bulasik deterjani
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Kontrol

Sekil 31. P. megaterium’un 60 °C’de farkli yikama ¢o6zeltilerinde ¢ikolata lekesi tizerindeki
yikama performansi. 1. Distile su ve tampon; 2. Enzim ve tampon; 3. Enzim, tampon ve ¢amasir
deterjani; 4. Enzim, tampon ve bulasik deterjani; 5. Enzim, tampon ve siv1 el sabunu; 6. Distile
su ve camagsir deterjani; 7. Distile su ve siv1 el sabunu; 8. Distile su ve bulasik deterjani

Amilaz enzimi ile nanopartikiil sentezinin arastirilmasi

Nanopartikiil tretiminde nisasta iceren NB ortaminin P. megaterium SFA ile
kiiltivasyonu sonrasi elde edilen siipernatanta 2 mM AgNOs3, CoCl 2, CuSO4, FeSO4, MgSOs,
MnSO4, Na.SeOs ve ZnSO4 ¢ozeltileri ilave edilmistir. Nanopartikiil biyosentezi sirasinda renk
degisikliklerinin gdzlemlenmesi nanopartikiil olusumunun bir géstergesi oldugundan (Ozdal
and Gurkok, 2022b), once tuz ¢ozeltileri iceren besiyerlerinin renk degisimleri kontrol
edilmistir. Besi ortaminda renk degisikligi Ag, Cu ve Se nanopartikiilleri ile gozlemlenirken;
Zn ve Mg nanopartikiillerinde altta beyaz kalintilar birikmistir (Sekil 32).

Sekil 32. Nigastali NB ortaminda gelisen P. megaterium SFA siipernatantinda nanopartikiil
sentezi sonucu renk degisimleri
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Nanopartikiillerin karakterizasyonu
UV-gdriiniir spektroskopi ile nanopartikiillerin karakterizasyonu

P. megaterium SFA ile sentezlenen Ag, Se, Mg ve Cu nanopartikiillerinin UV-goriiniir
absorpsiyon spektrumlar1 Sekil 33’te gosterilmistir. Ag, Se, Mg ve Cu nanopartikiillerinin

maksimum absorbanslarini sirastyla 420, 240, 260 ve 300 nm’de gosterdigi belirlenmistir.

UV-Vis spektroskopisi, incelenen CuO nanopartikiillerinin 260 nm’de 0,8, Mg
nanopartikiilleri 300 nm’de 1, Ag nanopartikiilleri 420 nm’de 1,2 ve Se nanopartikiilleri 240
nm’de 1 absorbans degerleriyle iyi tamimlanmis bir plazmon bandlarina sahip oldugu

gosterilmistir (Sekil 33).
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Sekil 33. P. megaterium SFA ile sentezlenen Ag, Cu, Mg ve Se nanopartikiillerinin UV-g6riiniir
absorpsiyon spektrumlari

Fourier transform infrared (FT-IR)

Nanopartikiillerin yapisindaki biyolojik bilesenlerin varligi hakkinda daha fazla bilgi
edinmek i¢in FT-IR 6l¢timii yapilmistir. FT-IR spektroskopisi ile analizi sonucunda elde edilen

spektrumda 4500 ile 500 cm™ dalgaboyu arasindaki bolge (MIR) araliginda ¢alisilmistir.

Sekil 34 incelendiginde, farkli nanopartikiiller i¢in benzer spektrumlar elde edilmistir.
Elde edilen spektrum incelendiginde 860-880, 1123-1190, 1577-1586, 2180 ve 3000 cm™ dalga
boylarindaki piklerin ortak ve belirgin oldugu gériilmiistiir. 1600 ve 1400 cm™‘*deki bantlar —
CO-NH- grubundan kaynaklanmaktadir (Kotresh et al., 2018). 1123-1190 cm™’de elde edilen
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pikin yapisal (C-N) alifatik amid titresimlerine karsilik geldigi seklinde belirlenmistir
(Naghshbandi and Moghimi, 2020). Bu bulgular, proteinlerin nanopartikiillere serbest amin
gruplar1 veya sistein kalintilar1 yoluyla veya misel hiicre duvarinda bulunan enzimlerdeki
negatif yiiklii karboksilat gruplarinin elektrostatik ¢ekimi yoluyla baglanabildigini, dolayisiyla
nanopartikiillerin protein tarafindan olusturabilecegini desteklemektedir (Gole et al., 2001;
Gajbhiye et al., 2009; Tran et al., 2013).
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Sekil 34. P. megaterium SFA ile sentezlenen Ag (a), Cu (b), Mg (c) ve Se (d)
nanopartikiillerinin FT-IR spektrumu

X-1sint difraktrometresi (XRD)

Sentezlenen nanopartikillerin fazlarin1 ve kristal yapilarini aragtirmak igin XRD
kullanilmistir. Nanopartikiillerin yapisal 6zelliklerini analiz etmek i¢in 10°-80° tarama agilari
kullanilmigtir. Ag nanopartikiiller i¢in (20) 38.11°, 44.30°, 64.45°, 77.40° ve 81.56° deki
kirinim zirveleridir. Se nanopargaciklarinin XRD desenleri (20) 38.11, 44.27, 64.22 ve 77.47°,
Cu nanopartikiilleri i¢cin 19 ve 29°, Mg nanopartikiilleri i¢in 19, 30 ve 38° olduklar1
belirlenmistir (Sekil 35). Elde edilen veriler daha 6nceki ¢alismalarla paralellik gostermektedir

(Ansari et al., 2018; Dong et al., 2018; Mickymaray et al., 2019; Arunthirumeni et al., 2022).
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Sekil 35. Bakteri tarafindan sentezlenen Ag (a), Cu (b), Mg (c) ve Se (d) nanopartikiillerin XRD
analizleri

Taramal elektron mikroskobu (SEM)

Taramali elektron mikroskobunun (SEM) Ag, Cu, Mg ve Se nanopartikiil 6rnek
gorlintiileri sirasiyla Sekil 36 a-d’de gosterilmistir. Sekil 36a’da 70-100 nm ¢apindaki Ag
nanopartikiillerinin mikrokiire benzeri formunu gostermektedir. Sekil 36.b’de goriildigi gibi
Cu nanopartikiilleri 1540 nm mikrokiire benzeri yapilardan olusmustur. Sekil 36.c’de Mg
nanopartikiilleri 10-40 nm mikrokiire benzeri yapilar gostermektedir. Her iki mikrografta da
goriildiigii gibi nanopartikiillerin yiizey etkisi nedeniyle yer yer topaklanmalar gozlenmistir. Se
nanopartikiilleri kiiresel formlaria ek olarak ~20-30 nm kiibik bir yap1 gostermektedir (Sekil

36.d).
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Sekil 36. Bakteri tarafindan sentezlenen Ag (a), Cu (b), Mg (c) ve Se (d) nanopartikiillerinin
SEM analizleri

Sekil 37’de gosterilen tipik EDX spektrumu, sirasiyla Ag, Cu, Mg ve Se
nanopartikiillerinde ortak elemanlarin tespit edildigini gostermistir. Biyosentezlenmis
malzemede ilgili nanopartikiillerin varlig, sirasiyla sekildeki EDX spektrumundan gelen giiglii
Ag, Se, Cu ve Mg sinyalleriyle dogrulanmistir. Ayrica az miktarda Ca, O ve P bilesenleri de
bulunmaktadir. Gézlemlenen ekstra Ca, O ve P pikleri, bakterinin biiyiime ortaminda bulunan
molekiillere atfedilebilir. EDX’in sonug¢larinin, nanopartikiillerle ilgili 6nceki makalelere
carpict bi¢imde benzer oldugu goriilmiistiir (Delgado-Belefio et al., 2018; Salem et al., 2020;
Soliman et al., 2023).
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Sekil 37. Bakteri tarafindan sentezlenen Ag (a), Cu (b), Mg (c) ve Se (d) nanopartikiillerinin
EDX analizleri

Gecirimli elektron mikroskobu (TEM)

Biyosentezlenen Ag, Cu, Mg ve Se nanopartikiillerinin boyutunu ve seklini belirlemek
icin TEM analizi yapilmistir (Sekil 38). Bakteriler tarafindan iiretilen Ag nanopartikiillerinin
kiiresel sekilli ve ortalama 40-50 nm boyutlara sahip oldugu belirlenmistir (Sekil 38.a). Cu
nanopartikiilleri ortalama 20 nm boyutunda ve kiiresel sekilli olugu belirlenmistir (Sekil 38.b).
Mg nanopartikiillerinin ortalama 60 nm boyuta sahip oldugu ve kiiresel sekilli oldugu
gortlmiistiir (Sekil 38.c). Se nanopartikiillerinin ortalama 100 nm boyuta sahip oldugu ve
kiiresel oldugu belirlenmistir (Sekil 38.d). TEM ayrica parcaciklarin ¢ogunun kiiresel sekilli

oldugunu ve az sayida nanopargacigin anizotropik morfolojiye sahip oldugunu gdstermistir.
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Sekil 38. Bakteri tarafindan sentezlenen Ag (a), Cu (b), Mg (c) ve Se (d) nanopartikiillerinin
TEM analizleri
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TARTISMA VE SONUCLAR

Amilazlar, nisasta molekiillerini hidrolize ederek dekstrin ve maltoz gibi iirlinlere
dontistiirebilen 6nemli endiistriyel enzimler arasinda 6ne ¢ikar. Son yillarda 6zellikle firincilik,
gida, tekstil ve deterjan endiistrilerindeki yaygin kullanimiyla birlikte enzimlere olan ilgi
onemli Olclide artmustir. Kiiresel enzim pazarinin yaklasik %25-33’iinii  olusturan
mikroorganizmalardan elde edilen o-amilazlar, endiistriyel uygulamalarda genis bir rol
oynamaktadir. Bugiine kadar bircok mikroorganizmadan amilaz iiretimi, saflastirilmasi ve
karakterizasyonu konusunda bircok caligma yapilmis olmasina ragmen, biyoteknolojik
geligsmeler, bilimsel arastirmalar ve endiistriyel sektorlerde potansiyel yeni kullanim alanlari
yeni enzim kaynaklari bulma ¢abalarini artirmistir (Niyomukiza et al., 2022). Bu baglamda,
mikroorganizmalardan elde edilen amilazlarin 6zelliklerinin daha ayrintili bir sekilde
incelenmesi ve yeni mikrobiyal tiirlerin kesfi, enzim teknolojisi alaninda ilerlemeyi

destekleyecek ve daha etkili endiistriyel uygulamalarin gelistirilmesine olanak tantyacaktir.

Calismamizda ilk olarak bozulmaya baslayan patateslerden iyi bir amilaz ireticisi
bakterinin izolasyonu amaglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda, patateslerden 40 tane bakteri
izole edilerek saflastirillmis ve NNA besi ortaminda gelisimleri takip edilerek etraflarinda
olusan seffaf zonlarin genisligine gore degerlendirilmistir. En genis zon capina sahip olan

bakteri izolatlar1 kantitatif aktivite tayinine tabi tutulmustur.

Hem zon ¢ap1 genisligi hem de kantitatif amilaz aktivite tayinine gore patatesten
saflastirilan izolatlar arasindan en yiiksek aktivite gosteren izolat 16S rRNA sekans analizi ve
klasik tanilama yontemi ile P. megaterium SFA olarak tanilanmustir. Ik kez De Bary (1884)
tarafindan rapor edilen ve 2020 yilina kadar B. megaterium olarak adlandirilan tiir, Gupta et al.
(2020), Bacillus genomlari tizerinde yaptiklari karsilagtirmali filogenetik analizleri neticesinde

giincellenerek P. megaterium olarak isimlendirilmistir.

Bacillus oldukga iyi bilinen bir bakteri cinsidir ve birgogu ¢ubuk seklinde olan ve
genellikle toprakta bulunan gesitli tiirleri igerir. Bacillus tiirleri biiyiik bir kisminin giivenli
olmasi, ¢esitli ortam kosullarinda hayatta kalmalar ve yiiksek tiretim kapasitesine sahip olmasi
nedeniyle endiistriyel enzim iiretiminde en ¢ok tercih edilen bakterilerdir (Ravindar and
Elangovan, 2013). Amilaz iireticisi mikrobiyal kaynaklarin da basinda gelmektedirler (Rehman
and Saeed,2015). Endiistriyel alanda yaygin olarak kullanilan amilaz iireticileri arasinda B.
subtilis, B. amyloliquefaciens, B. licheniformis ve B. stearothermophilus yer almaktadir (Souza
ve Magalhaes, 2010).
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P. megaterium da biyoteknoloji i¢in ¢ok sayida patenti ve endiistrideki uygulamalart ile
giiclii bir hiicre fabrikasi olarak nitelendirilmektedir (Biedendieck et al., 2021). B.
megaterium’un endiistriyel ve biyoteknolojik Onemi, ticari a¢idan 6nemli enzimleri ve B
vitamini Uiretebilme yeteneginden kaynaklanmaktadir. Genellikle bir toprak organizmasi olarak
bilinen B. megaterium, sadece toprakta degil, ayn1 zamanda piring tarlalarindan kurutulmus
gida triinlerine, deniz suyundan tortulara ve baliklara, normal bitki Ortiisiine, hatta ar1 balina
kadar genis bir yelpazede farkli ortamlarda bulunabilir. Bu 6zellik, mikroorganizmanin gesitli
ekosistemlerde bagariyla varligimni siirdiirebilme yetenegini vurgular (Vary, 1994). Ayrica,

patatesten de izole edildigi de bildirilmistir (Liu et al., 2023).

Kantitatif amilaz aktivite analizleri neticesinde P. megaterium SFA’da 0,76 U/mL
enzim aktivitesi tespit edilmistir. Yassin et al. (2021), tarafindan yapilan bir ¢alismada P.
megaterium SFA ile elde edilen sonuglara oldukga benzer sonuglar elde edilmistir. Bacillus
cinsine ait oldugu bildirilen M2, M8 ve M13 izolatlarinin amilaz aktivite degerleri sirasiyla
0.73 U/mL, 0.74 U/mL ve 0.67 U/mL olarak tespit edilmistir. Baska bir ¢alismada ise yine
Bacillus cinsine ait tiirlerle P. megaterium SFA ile elde ettigimiz aktivitelerden ¢ok daha diisiik
aktiviteler rapor edilmistir. S6z konusu c¢alismada, B. megaterium ATCC 14581, B.
licheniformis ATCC 14580 ve B. amyloliquefaciens ATCC 23350 suslari kullanilmis ve amilaz
aktivite degerleri sirastyla 0.028 U/mL, 0.132 U/mL ve 0.465 U/mL bulunmustur (Rodrigo et
al., 2022).

Calismamizin daha sonraki asamasinda ise P. megaterium SFA ile amilaz tiretiminin
hem verimini artirmak hem de daha ekonomik bir iiretim saglamak amaciyla fermantasyon
kosullarmin optimizasyonuna gidilmistir. Ik olarak klasik yontemlerle inkiibasyon siiresi,
baslangi¢c pH’s1, inkiibasyon sicakligi, farkli azot ve karbon kaynaklarinin kullanimi, bunlarin

konsantrayonu gibi ¢esitli parametrelerde optimizasyon gerceklestirilmistir.

P. megaterium SFA’nin optimum inkiibasyon siiresi 72 saat ve optimum inokulum
miktar1 1 mL olarak belirlenmistir. Bu bulgular, literatiirde daha 6nce yapilmis ¢alismalarla
uyumluluk gostermektedir. Saxena et al. (2007) Bacillus sp. PN5 susundan maksimum amilaz
dretiminin 60. saatte gergeklestigini bildirmislerdir. Batik ve kat1 hal fermentasyonuyla a-
amilaz tiretiminin yapildigi bir galismada Mohanasrinivasan et al. (2014) B. pumilus VITMDS2

susunu kullanmiglar ve optimum inkiibasyon siiresinin 72. saatte oldugunu belirtmislerdir.

P. megaterium SFA amilaz iiretimi i¢in optimum sicaklik 35 °C olarak bulunmustur.
Fincan et al. (2021) da B. licheniformis SO-B3 susu ile yaptiklari ¢alismada amilaz enziminin

optimum iretim sicakligini 35 °C olarak bulmuslardir. B. subtilis susunun kullanildigi bir
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calismada ise Al-Johani et al. (2017) maksimum amilaz iretiminin 45 °C’de oldugunu

bildirmislerdir.

P. megaterium SFA amilaz tiretimi pH 6-8 araliginda yiiksek olmakla birlikte, optimum
pH degeri 7,0 olarak belirlenmistir. Literatiire bakildiginda benzer pek c¢ok sonugla
karsilagilmistir. Amilaz iiretiminde kullanilan Streptomyces limosus (Fairbairn et al., 1986), B.
licheniformis NH1 (Hmidet et al., 2008) ve Bacillus sp. PN5 (Saxena et al., 2007) i¢in de

optimum pH 7 olarak rapor edilmistir.

P. megaterium SFA amilaz {iretimi igin kullanilan karbon kaynaklarindan en yiiksek
aktivite (0,84 U/mL) ¢6ziinebilir nigasta varliginda gozlenirken, azot kaynaklarindan en yiiksek
aktivite 0,82 U/mL ile maya 6ziitii varliginda gézlenmistir. Hiteshi et al. (2016) B. licheniformis
ile yaptiklar1 ¢calismada en iyi karbon kaynaginin nisastada, en iyi azot kaynaginin ise peptonda
oldugunu tespit etmiglerdir. Bacillus sp. BCC 01-50 susu ile yapilan bir ¢alismada Simair et al.
(2017) en yiiksek a-amilaz tretiminin karbon kaynaklarindan seker kamisinda ve azot
kaynaklarindan ise sigir eti 6ziitiinde oldugunu bildirmislerdir. B. megaterium 'un kullanildigi
bir caligmada Aqgeel ve Umar (2010) maksimum amilaz iiretiminin karbon kaynaklarindan
dekstroz, azot kaynaklarindan ise pepton varliginda oldugunu belirtmislerdir. Pinjari ve Kotari
(2018) Bacillus sp. ile yaptiklar1 ¢alismada amilaz tiretim kosullarini arastirmiglar ve en iyi
karbon kaynaginin fruktoz, en iyi azot kaynaginin ise amonyum karbonat oldugunu

bildirmislerdir.

Biinyesinde nisasta bulunan farkli tarimsal, endiistriyel ve gida atiklarinin ya da farkl
endiistriyel yan iirlinlerin amilaz tiretiminde kullanilmas1 hem ¢evre kirliligini azaltma hem de
diisiik maliyetle katma degeri yiiksek iiriin elde etme agisindan biiyilk 6nem tagimaktadir. P.
megaterium SFA ile amilaz iiretiminde de hazir karbon kaynaklarina ek olarak patates kabugu

atiklar1 kullanilmastir.

P. megaterium SFA bakterisi ile amilaz iiretiminde optimum patates kabugu miktari
belirlenmeye ¢alisilmig; ancak patates kabugu miktar1 arttikga enzim iretiminin arttigi
gozlemlenmistir. En yiiksek aktivite (0,69 U/mL) ¢ikilabilen en yiiksek konsantrasyon olan
%10 patates kabugu varliginda goériilmiistiir. Viskozitenin artmasindan dolayr daha yiiksek

degerlerde ¢alisilmamustir.

Endiistriyel enzimlerle ¢alisirken, genellikle enzimin saf halde olmasi zorunlu degildir;
ancak kullanim alanlarina uygunlugu ve stabilitesi gibi dnemli 6zelliklerin belirlenmesi igin
saflagtirilmas1 ve karakterizasyonunun yapilmasi elzemdir. Ayrica, karakterizasyon adimi,
enzimin fiziksel, kimyasal ve biyokimyasal Ozelliklerini belirleyerek optimum c¢aligma

kosullarin1 ve endiistriyel uygulama potansiyelini anlamamiza yardimci olur. Bu siireg,
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endiistriyel enzimlerin etkinligini ve performansini artirmak, uygunluk saglamak ve endiistriyel
siireclere entegrasyonunu kolaylastirmak i¢in kritik bir Oneme sahiptir. Saflastirma ve
karakterizasyon, enzim tabanli endiistriyel uygulamalarda giivenilir ve verimli sonuglar elde
etmek i¢in temel adimlart olusturur. Bu dogrultuda, ilk olarak P. megaterium SFA amilaz
enzimi saflastirilmis ve daha sonra karakterizasyonu gergeklestirilmistir. P. megaterium
SFA’nin amilaz tiretim ortaminda 3 giinliik inkiibasyonu sonunda, kiiltiir sivist 10000 rpm’de
santrifiij edilmis, elde edilen siipernatant enzim saflastirma islemi i¢in kullanilmistir. Enzimin
diger protein ve bilesenlerden ayrilmasini saglamak i¢in 6nce amonyum siilfat ¢oktiirmesi
yapilmistir ve %20’lik amonyum siilfat konsantrasyonunda ¢oktiigli belirlenmistir. Amonyum
siilfat ile ¢oktiiriilen ve tampon ile ¢oziilen 6rnekler ultrafiltrasyona tabi tutularak hem tuzlardan
ve diger kii¢iik iyonlardan hem de diisiikk molekiiler agirlikli proteinlerden arindirilmistir. Bir
sonraki saflastirma adiminda, saflastirma islemini tamamlamak i¢in bir HiTrap Q HP kolonu
kullanilarak iyon degisim kromatografisi gerceklestirilmistir. Bu islemler sonucunda, 20,4 kat

saflastirma gergeklestirilmis ve spesifik aktivitesi 10,2 U/mg olan saf bir amilaz elde edilmistir.

Saflastirilan amilaz enziminin molekiiler agirhigt SDS-PAGE ile 57 kDa olarak
hesaplanmistir. Literatiire bakildiginda bulunan molekiiler agirligin Bacillus tiirlerine ait bazi
amilaz enzimleri ile benzerlik gdsterdigi goriilmiistiir. Ornegin, B. licheniformis A120 a-amilaz
enziminin 59,34 kat saflastirildigi bir calismada molekiiler agirligmin 55 kDa oldugu
bildirilmistir (Abdel-Fattah et al., 2013). B. licheniformisten saflastirilan amilaz enziminin
molekiil agirligi ise bir baska ¢alismada 58 kDa olarak bulunmustur (Mendu et al., 2005). Yine
Bacillus sp. susundan izole edilen enzimin molekiiler agirliginin 53.94 kDa oldugu tespit
edilmistir (Aygan, 2015). Ancak mikrobiyal amilaz enzimlerinin ¢ok daha diisiik ya da ¢ok
daha yiiksek molekiiler agirliklara sahip olabildikleri de goriilmiistiir. Nesterenkonia sp.’den
saflastirilan amilaz enziminin molekiil agirligit SDS-PAGE teknigi kullanilarak tek bir bantta
goriilmiis ve 110 kDa olarak kaydedilmistir. Geobacillus sp. TF14 susundan 17,11 kat
saflagtirilmis amilaz enziminin protein molekiil agirhig1 54 kDa olarak bulunmustur (Keskin

and Ertunga, 2017).

Enzim karakterizasyonunda en 6nemli 6zelliklerden biri de enzimin optimum calistig
sicakligin belirlenmesidir. P. megaterium SFA amilaz enziminin optimum sicaklik degerinin
40 °C oldugu belirlenmistir. Ayni optimum sicaklik degeri Pseudomonas stutzeri 7193 (Zhang
and Zeng, 2011) ve Bacillus sp. US149 (maUS149) (Mabrouk et al, 2008) amilaz enzimleri igin
de rapor edilmistir. Bakteriyel a-amilazlar i¢in optimum sicaklik, iireten organizmaya bagl
olarak biiyiik degiskenlik gosterebilmektedir. Ornegin B. subtilis KIBGE HAS izolat1 i¢in
optimum sicaklik 50 °C (Bano et al., 2011) ve B. clausii amilazi i¢in 55 °C (Duedahl-Olesen et
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al., 2000) olarak bildirilmistir. Streptomyces sp. amilazi i¢in optimum sicaklik 50-60 °C
(Kaneko et al., 2005) ve Vibrio sp. igin 55-60 °C olarak belirlenmistir (Najafi and Kembhavi,
2005).

P. megaterium SFA amilaz enziminin optimal pH degeri 9,0 olarak tespit edilmistir. Bu
da enzimin alkali bir amilaz oldugunu gostermistir. Cesitli Basillus tiirlerinden de alkali
amilazlar rapor edilmistir. Ornegin, B. halodurans A-59 amilazi i¢in pH 10 (Horikoshi, 1999)
ve B. subtilis CB-18 i¢in pH 8,0 (Nwokoro et al., 2015) optimum olarak rapor edilmistir. B.
licheniformis NH1’de pH 5,0-10,0 (Hmidet et al., 2008) ve B. subtilis KCC103’te pH 5,0-7,0
(Nagarajan et al.,2006) araliklar1 optimum olarak rapor edilmistir. Ayni1 zamanda mikrobiyal
amilazlar arasinda asidik tabiatta olan enzimlere de sik rastlanmaktadir. Ornegin, Streptomyces
sp. izolat1 i¢in optimum pH 6,0 olarak kaydedilirken (Kaneko et al. (2005), Vibrio sp. (Najafi
and Kembhavi, 2005) ve Bacillus sp. US149 (Mabrouk et al., 2008) amilazlariin optimum
pH’sinin 6,5 oldugu tespit edilmistir. Bacillus sp. DR 90 asidofilik bakterisinde ise pH 4,0
optimum olarak belirlenmistir (Asoodeh et al., 2014). Literatiir sonuglarina gére amilaz iireten
organizmalarin optimum pH’larinin genis araliklara sahip oldugu goriilmiistiir. pH degeri 8,0
ve iizerinde olan alkali amilazlar, 6zellikle tekstil endiistrisinde, nisastanin sakkarifikasyonunda

ve deterjan endiistrisinde potansiyel uygulamalara sahiptir (Saxena et al. 2007).

Enzimlerin endiistriyel uygulamalarda kullanilabilirligini belirleyen en Onemli
Ozelliklerinin basinda farkli sicaklik ve pH kosullarinda stabilitelerini korumalar1 ve aktivite
gosterebilmeleri gelmektedir. P. megaterium SFA amilaz enziminin sicaklik stabilitesi
arastirildiginda 120 dakika sonunda 40 °C’de %84 oraninda aktivitesini korurken 20 °C’de
%45, 30 °C’de %75, 50 °C’de %60, 60 °C’de %29 ve 70 °C’de ise %22 oraninda aktivetinin
korundugu gozlenmistir. Ancak daha kisa inkiibasyon siirelerinde stabilitesini ¢ok daha ytliksek
oranlarda korudugu goriilmistiir. Dolayisiyla 30 dakikalik inkiibasyon sonunda enzimin
kararliligin1 20 °C’de %77 oraninda, 30 °C’de %92 oraninda, 40 °C’de %101 oraninda, 50
°C’de %90 oraninda, 60 °C’de %59 oraninda ve 70 °C’de ise %47 oraninda korudugu
belirlenmistir. Sicaklik artisi ile enzim stabilitesinde azalmanin oldugu belirlenmistir. Asad et
al. (2011), Bacillus sp. WA21’den kismi saflastirdiklar1 amilaz enzimini, 35-85°C araligindaki
sicakliklarda 10 dakika siireyle inkiibe ettiklerinde aktivitenin yaklasik %60°tan fazlasinin
korundugunu, 65 °C’de ise orijinal aktivitenin %2100’{inii korudugunu bildirmislerdir. Najafi ve
Kembhavi (2005), Vibrio sp. susundan saflastirdiklari amilaz enziminin 30 dakikalik

inkiibasyon sonrasinda 65 °C’de aktivitenin %85’ini korudugunu rapor etmislerdir.

P. megaterium SFA amilaz enziminin pH stabilitesine bakildiginda, pH 4’te %58, pH
5’te %63, pH 6°da %77, pH 7°de %95, pH 8’de %111, pH 9’da %126, pH 10’da %119, pH
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11°de %110 ve pH 12°de ise %113 oraninda kararliligmi korudugu goriilmiistiir. Ozellikle
yilksek pH degerlerinde inkiibasyon sonrasi kontrolden daha yiiksek aktiviteler
gbzlemlenmistir. Literatiirde de benzer sonuglara siklikla rastlanmistir ve a-amilazlarin
genellikle pH 4,0-11,0 arasinda stabil kaldigi gésterilmistir. B. strain HUTBS71 a-amilazi ile
yapilan bir ¢alismada pH 5,2-10,0 arasinda enzim aktivitesinin %100 korudugu belirtilmistir
(Al-Quadan et al., 2009). Benzer bir sekilde Aygan et al. (2014) B. subtilis A10 amilazinin 7,0-
10,0 arasinda aktivitesinin %100’iinii korudugunu belirtirlerken Nithya et al. (2016) ise B.
licheniformis KSU-6 amilazinin pH 8,0-10,0 araliginda aktivitelerinin %100’ tiniin korudugunu

rapor etmislerdir.

P. megaterium SFA amilaz enzimi ile nisasta hidrolizinin kinetik analizi sonucu Vmax
degeri 13,3 U/mg protein ve Kn degeri 0,126 mM olarak bulunmustur. Ezeji ve Bahl (2006)
Geobacillus thermodenitrificans HRO10 amilaz anzimi i¢in Ky degerini 3,05 mg/mL ve Viax
degerini ise 7,35 U/mL olarak kaydetmislerdir. Km ve Vmax degerleri B. licheniformis Al20
amilaz1 i¢in sirastyla 0,709 mg/mL ve 454 mU/mg (Abdel-Fattah et al., 2013) olarak rapor
edilirken, bir baska ¢alismada Afrisham et al. (2016) B. licheniformis amilazi i¢in 1,203 mg/ml
ve 0,01 mg/ml/dk olarak rapor etmislerdir. Kalia et al. Trichoderma reesei amilaz1 igin Km ve
Vmax degerlerini sirasiyla 2,55 mg/mL ve 53,47 U/mg olarak bulmuslardir. Diisiik Kn degeri,
enzimin substratina olan yiiksek affinitesinin bir gostergesi oldugundan, endiistriyel islemlerin
hizli ve kolay bir sekilde gergeklestirilmesine olanak tanir (Ugar, 2011). Bu nedenle, elde
ettigimiz amilaz enziminin endiistriyel kullanim potansiyelinin yiiksek oldugu kanisina

varilabilir.

Enzim karakterizasyon ¢alismalarinda P. megaterium SFA amilaz aktivitesi {izerine
farkli metal iyonlarinin (1, 3 ve 5 mM) etkisi arastirilmis ve herhangi bir metal iyonunun enzimi
aktive edici bir etkiye sahip olmadigi, hatta aktivitenin tiim metal iyonlar1 varliginda farkli
oranlarda [Ag* (%95), Mg?* (%91), Ca?* (%85), Zn?* (%79), Ba?* (%71), Mn?* (%60), Hg?*
(%57), Cu?* (%57), Ni?* (%56), Cd?*(%55), Co?* (%49) ve Fe** (%42)] azaldig1 goriilmiistiir.

Z*1n enzim

Calismalarinda, Wang et al. (2016) Bacillus WangLB susu tizerinde 2 mM Co
aktivitesi lizerinde herhangi bir etkisinin olmadigin1 ancak 5 mM Co?" konsantrasyonunda
aktivetenin arttigini tespit etmistir. EK olarak, K*, Na*, Mg?*, Mn2*, Cu?* ve Zn?*’nin aktiviteyi
farkli derecelerde inhibe ettiklerini bildirmislerdir. B. megaterium VUMBI109 amilaziyla
yapilan bir ¢alismada kullanilan iyonlardan higbir metal iyonunun enzim aktivitesi lizerinde
belirgin bir uyarici etkiye sahip olmadig1 belirtilirken Mg?*, Sn** ve K* iyonlarinin enzim
aktivitesini cok az miktarda artirdign Hg?*, Cu?*, Fe®*, Mn?" ve Zn?* gibi agir metal iyonlarinin

ise 10 mM konsantrasyonda enzim aktivitesini tamamen engelledigi bildirilmistir (Jana et al.,
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2013). B. amyloliquefaciens a-amilaz aktivitesi 1 mM konsantrasyonunda Ca?*, Fe** ve Cu?*
iyonlar1 etkisiyle artarken 1 mM ve 5 mM konsantrasyonlarinda ise Ni?* ve Mn?* iyonlari
tarafindan inhibe edildigi belirtilmistir (Fouda, 2021). Ek olarak termofilik sus olan Bacillus
SMIA-2 amilaz: ile iyon etkilerinin arastirildigi bir calismada enzim Co?*, Cu®" ve Ba?
tarafindan giiclii bir sekilde inhibe edilmis; ancak Ca%*, Mg?*, Ni?*, Sr** ve Mn?"’dan daha az
etkilenmistir (Cordeiro et al., 2002).

P. megaterium SFA’nin amilaz enzimi tizerine reaktiflerin (%10) etkisi arastirildiginda
SDS (%188) ve Tween-20 (%102) varliginda artarken, Tween-80 (%94), Triton X-100 (%77),
EDTA (%77) ve CTAB (%62) varliginda ise azaldig1 belirlenmistir. H2O> etkisi ile de enzimin
inhibe oldugu goriilmiistiir. Arikan (2008) termofilik Bacillus sp. A3-15 a-amilazinin 5 mM
EDTA varliginda inhibe edildigini belirtmistir. Singh et al. (2014), Streptomyces sp. MSC702
amilazinin %1 Triton X-100, %1 Tween 80 ve 5 mM EDTA igeren ortamlarda stabilitesini
kaybettigini gézlemlemislerdir. EDTA’nin Streptomyces MI-1’in a-amilazinin da aktivitesini
inhibe ettigi bildirilmistir (Ali et al., 2023). Menon et al. (2014) B. subtilis JS-16 susu ile
yaptiklari caligmada elde ettikleri amilazin SDS varliginda aktivitesinin iki kat arttigini
gozlemleyerek enzimin benzersiz bir 6zellige sahip oldugunu bildirmislerdir. Bu 6zellik

calismamizla benzerlik gostermektedir.

P. megaterium SFA’nin amilaz enzimi iizerine organik ¢oziiciilerin (%15) etkisi
belirlenmistir. Kullanilan organik ¢oziiciilerden enzim aktivitesini artiran organik ¢6ziicii tespit
edilmezken, kalan aktivitelerin sirasiyla DMSO ile %95, gliserol ile %85, aseton ile %82,
izopropanol ile %81 ve etanol ile %75 oldugu goriilmiistiir. Abdel-Fattah et al. (2013) B.
licheniformis AI20 susundan firetilen a-amilazin, %10 konsantrasyonda aseton, etanol,
metanol, isopropanol ve gliserole kars1 yiiksek bir kararlilik gosterdigini belirtmistir. Ancak
%20 konsantrasyonda etanol, metanol, izopropanolun enzim aktivitesinde diisiise neden oldugu

gozlenirken, aseton ve gliseroliin enzim aktivitesine etki etmedigini belirtilmistir.

Rutin karakterizasyon ¢aligmalarindan sonra P. megaterium SFA susundan elde edilen
amilaz enziminin biyoteknolojik alanda kullanilabilirligi iizerine arastirmalar yapilmistir. Ilk
once ticari sivi el yikama sabunu, bulasik ve c¢amasir deterjanlarinin varhiginda amilaz

enziminin aktivitesi ve stabilitesi arastirilmistur.

Camagir deterjaninin varhiginda amilaz aktivitesinin 0,97 U/mL olacak sekilde arttig1
tespit edilmistir. Deterjanlarin varliginda amilaz enziminin stabilitesi incelendiginde ise bagil
aktivitenin ¢amasir deterjant varliginda %116, bulasik deterjan1 varliginda %80 ve sivi el

sabunu varliginda %49 oldugu belirlenmistir.
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Hidrolitik enzimlerden olan amilazlar, bulasik ve camasir deterjanlarinda énemli rol
oynayan ana bilesenlerdir. Diisiik temizleme sicakliklarinda bile etkili temizlik saglayarak
enerji tasarrufuna yardimei olur. Amilazlarin deterjan bileseninde kullanilmasi sicak suya olan
ihtiyac1 azaltir ve ayn1 zamanda temizlik maddelerinin etkinligini arttirir. Dolayisiyla bulasik
ve camasir makinelerinde daha az enerji tilketimi ve daha g¢evre dostu bir temizleme islemi

anlamina gelir (Afrisham et al., 2016).

Camasir deterjan1 varhiginda gosterdigi artan aktivitesi, P. megaterium SFA amilaz
enziminin ¢amasir deterjani sektoriine daha uygun oldugunu gostermektedir. Bu durumun yani
sira, camagir deterjanlarinin tipik olarak pH seviyesinin 9,0 ve {izerinde oldugu bilinmektedir
(Haddar et al., 2009) ve deterjana katilacak olan enzimlerin de pH 8-11 arasinda stabil kalmasi
beklenmektedir (Baltas, 2012). P. megaterium SFA amilaz enziminin optimum pH degerinin 9
olmasi ve daha yliksek pH seviyelerinde de aktivite ve stabilitesini korumasi, bu enzimin
camasir deterjan1 katki maddesi olarak kullanilabilirligini vurgulamaktadir. Stvi el sabununun

asidik 6zelliginden dolay1 ise enzim aktivitesi azalmistir (Kusculu and Ciicer, 2009).

Ayrica, deterjan sektoriinde kullanilabilirligini gostermek amaciyla, P. megaterium
SFA susunun amilaz enzimi ile misir ve ¢ikolata lekelerini uzaklastirma performansini
belirlemek i¢in farkli yikama soliisyonlar1 ile testler yapilmistir. Misir lekesi icin; tampon +
distile su, distile su + siv1 el sabunu ve distile su + siv1 bulasik deterjaninin misir ve ¢ikolata
lekesini ¢ikarmada etkili olmadigi belirlenmistir. Enzim + tampon + sivi el sabunu, enzim +
tampon+ bulasik deterjan1 ve distile su + c¢amasir deterjanindan olusan yikama
formiilasyonlarinda lekelerin  giderildigi tespit edilmis; fakat lekelerin tamamen
uzaklastirilmadigi belirlenmistir. Tampon + enzim ve tampon + enzim + ¢amasir deterjant
soliisyonlarmin test edildigi uygulamada misir lekelerinin tamamen giderildigi tespit edilmistir.
Cikolata lekeli kumaslarda da enzim + tampon + ¢amasir deterjaninin bulundugu soliisyonlarda
lekeler tamamen giderilmistir. Bunun yanisira diger yikama soliisyonlarinda da leke ¢ikarma
ozelliginin oldugu fakat lekelerin tamamen giderilmedigi belirlenmistir. Dolayisiyla P.
megaterium SFA amilazinin  deterjan sektoriinde deterjan katki maddesi olarak

kullanilabilecegi diisiiniilebilir.

P. megaterium SFA’dan elde edilen amilaz, yiiksek pH degerlerinde ve sicakliklarda
bile yiiksek aktivite ve stabilitenin yani sira metal iyonlarina, yiizey aktif maddelere, organik
¢oziiciilere karst belirli dlgiilerde direng gostermistir. Cesitli ticari temizlik maddelerinin
varliginda yiiksek stabilitesi ve artan enzimatik aktivitesi nedeniyle, nisastali kirlerin

cikarilmasina yonelik endiistriyel temizlik maddelerinin formiilasyonunda kullanilabilir. Bu
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ozellikler, 6zellikle deterjan endiistrileri olmak {izere potansiyel endiistriyel kullanimlar i¢in

umut vericidir.

Son olarak c¢alismamizda amilaz enziminin nanopartikiil sentezinde kullanim
potansiyeli arastirilmigtir. 72 saatlik inkiibasyon sonunda elde edilen siipernatant ¢esitli tuzlar
varliginda nanopartikiil sentezi i¢in kullanilmigtir. Ag, Se, Mg ve Cu nanopartikiillerinin
sentezlendigi, ortamdaki renk degisimleriyle  g6zlemlenebilmistir.  Sentezlenen
nanopartikiillerin ileri karakterizasyonlar1 ise UV-goriiniir spektroskopisi, FT-IR, XRD, SEM
ve TEM analizleriyle gergeklestirilmistir.

Biyolojik  yontemlerle  sentezlenen  nanopartikiillerin,  kimyasal sentezle
karsilastirildiginda ¢evre dostu olabilecegini ve daha az toksik olmasindan dolay1 son yillarda
arastirmacilarin biiyiik ilgisini ¢ekmistir. Bakteriler de dahil olmak iizere mikroorganizmalar,
ekimden sonraki inkiibasyon siiresi boyunca hiicre dis1 veya hiicre i¢i olarak nanopartikiilleri
sentezleyebilir. Bakteriler, metal iyonlarini metal nanopartikiillere indirgeyerek toksisitesini
azaltarak biyolojik sentezlenen nanopartikiillerin islevsel olarak daha 6nemli hale getirilmesine

yardimci olur ve stabilite saglar (Xu et al. 2021; Ozdal and Gurkok, 2022).

Bakteriler arasinda 6zellikle Bacillus cinsine ait bir¢ok tiir kullanilarak farkli metal
nanopartikiillerinin sentezi yapilmistir. Ag nanopartikiiliiniin sentezinde B. licheniformis TT01
(Momin et al., 2019; Tan et al., 2021), B. mojavensis BTCB15 (lIqtedar et al., 2019), B.
paramycoides (Dharmaraj et al., 2021), B. pseudomycoides MT32 (El-Saadony et al., 2019)
kullanilmistir. Bir arastirma c¢alismasinda Hajiali et al. (2022), B. megaterium ile FeO
nanopartikiilleri tiretilmistir. ZnO nanopartikiiliiniin sentezinde B. subtilis (Hamk et al. 2023;
Vosoughian et al., 2023), B. haynesii (Rehman et al. 2019) kullanilmistir. Cu/CuQO
nanopartikiillerin sentezinde B. cereus (Tiwari et al., 2016), B. subtilis AM18 (El-Ashry et al.,
2023), B. coagulans (Dolati et al. 2023) ve B. altitudinis (Halder et al., 2022) kullanilmistir.

Nanopartikiillerin sentezinin ilk gostergesi olarak reaksiyon karigimlarindaki renk
degisiklikleri kabul edilmistir. Ornegin soluk saridan kirmiziya renk degisimi selenyum
nanopartikiiliiniin olusumunu, soluk saridan koyu kahverengiye renk degisimi glimiis
nanopartikiiliiniin olusumunu, agik maviden koyu yesil veya kahverengine renk degisimi Cu
nanopartikiillerinin olusumunu, saridan sarimsi beyaza renk degisimi ise magnezyum,
manganez ve ¢inko nanopartikiillerinin olusumunu gostermistir (Cakici et al., 2019; Ali et al.,
2020; Dolati et al., 2023). Kolloidal ¢6zeltinin kahverengi veya yesil renginin, nanoparcaciktaki
yiizey plazmon titresimlerinden kaynaklandigi ve bunlarin olusumunun spektroskopik bir

gostergesi oldugu bildirilmistir. Renkteki degisiklik, kiiltiir siipernatantindan sulu enzimatik
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ekstraktin varliginda iyonlarinin atomlarina indirgenmesinin bir sonucudur (Abdeen et al.,

2014).

Ag nanopartikiilleri, partikiil boyutuna, sekline ve partikiiliin ortamla etkilesimine bagh
olarak 380-450 nm goriiniir aralikta belirgin bir absorpsiyon zirvesine sahiptir (Elgorban et al.,
2017). Arastirmacilar, Ag nanopartikiillerinin UV-Vis emilim zirvesinin biyosentezinin 420 nm
(Saeed et al., 2020), 430 nm (lbrahim et al., 2021) ve 436 nm’de (Prema et al., 2022) oldugunu
bildirmislerdir. Emilimdeki kiigiik degisiklik, reaksiyon karistminin bilesimindeki ve
kosullarindaki degisikliklerden kaynaklanmaktadir. UV-Vis sonuglari, Se nanopartikiillerinin
maksimum emiliminin 190-300 nm araliginda oldugunu bildiren ¢alismalarla benzerdir. Daha
onceki ¢alismalarda Se nanopartikiillerinin absorbans pikleri 274 nm ve 212 nm (Shar et al.,
2020) ve 265 nm (Vahdati and Moghadam, 2020) olarak belirlenmistir. UV-Vis spektroskopisi
ile CuO nanopargaciklari incelenmis ve 260 nm’de 0,8 absorbans degeriyle iyi tanimlanmig bir
plazmon bandina sahip oldugunu gosterilmistir. CuO- nanopartikiillerinin yilizey plazmon
rezonansi gorliniir aralikta tespit edilmistir (Halder et al., 2022). Bakir1 veya oksitlenmis Cu
nanopartikiilleri cevreleyen bir oksit tabakasinin varligi, 250 ila 300 nm arasinda degisen dalga
boylarina sahip absorpsiyon modelleriyle sonuglanma egilimindedir (Elemike et al., 2019;
Halder et al., 2022). Sonuglarimiz biyolojik olarak sentezlenen Cu nanopartikiillerine iliskin
onceki raporlarla uyumludur. B. altitudinis’ten sentezlenen Cu nanopartikiilleri i¢in yaklagik
250 nm’de (Halder et al., 2022), Rubus glaucus meyvesi ve yapragi i¢in 234 nm’de (Kumar et
al., 2017) ve Caesalpinia bonducella tohum ekstraktlariyla sentezlenen Cu nanopartikiilleri igin
250 nm’de genis absorpsiyon spektrum zirveleri goézlemlenmistir (Mali et al., 2019).
Aragtirmacilar, ZnO nanopartikiillerinin UV-Vis absorbans piklerini 360 nm (Obeizi et al.,
2020), 380 nm (Mohamed et al., 2021) ve 359 nm (Khan et al., 2021)’de oldugunu bildirmistir.
Fungal (Rhizopus oryzae) sentezlenmis MgO nanopartikiilleri 282 nm dalga boyunda (Hassan
et al., 2021), Aleo vera ekstraklarinda elde edilen MgO nanopartikiilleri 281 nm’de (Sathya,
2019), Burkholderia rinojensis hiicresiz siipernatanti kullanilarak elde edilen MgO-

nanopartikiilleri ise 330 nm’de pik degerleri vermistir (Abdel-aziz et al., 2020)

FT-IR spektroskopisi kullanilarak yapilan analiz sonucunda elde edilen spektrumlar
4500-500 cm™ (MIR) dalga boyu araliginda incelenmistir. FT-IR analizi sonucunda elde edilen
spektrumlarin 860-880, 1123-1190, 1577-1586, 2180 ve 3000 cmt dalga boylarindaki piklerin
ortak ve belirgin oldugu gériilmiistiir. 1600 ve 1400 cm *’deki bantlar -CO-NH- grubundan
kaynaklanmaktadir (Kotresh et al., 2018). 1123-1190 cm™’de elde edilen pikin yapisal (C-N)
alifatik amid titresimlerine karsilik geldigi seklinde belirlenmistir (Naghshbandi and Moghimi,

2020). Bu bulgular, proteinlerin nanopartikiillere serbest amin gruplar1 veya sistein kalintilari
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yoluyla veya misel hiicre duvarinda bulunan enzimlerdeki negatif yiiklii karboksilat gruplarinin
elektrostatik ¢cekimi yoluyla baglanabildigini, dolayisiyla nanopartikiillerin protein tarafindan

olusturabilecegini desteklemektedir (Gole et al., 2001; Gajbhiye et al., 2009; Tran et al., 2013).

Tiim nanopartikiillerin faz ve kristal yapist XRD kullanilarak incelenmistir. Ag
nanopartikiilleri (20) i¢in kirmim zirveleri 38,11°, 44,30°, 64,45°, 77,40° ve 81,56°’de
bulunmustur. Se nanopartikiillerinin XRD desenleri (20) 38.11, 44.27, 64.22 ve 77.47°, Cu
nanopartikiilleri i¢in 19, 29° ve Mg nanopartikiilleri i¢in 19, 30 ve 38° olarak tespit edilmistir.
Elde edilen veriler daha 6nceki ¢alismalarla paralellik gostermektedir (Ansari et al., 2018; Dong
et al., 2018; Mickymaray et al., 2019; Arunthirumeni et al., 2022).

Se nanopartikiillerini sentezlemek i¢in B. megaterium ATCC 55000’in siipernatantinin
kullanildig1 c¢alismada TEM sonucu nanopargaciklarin, 29,72 ila 74,36 nm arasinda bir
nanodlgek araliginda, ortalama 41,2 nm ana c¢apa sahip kiiresel bir sekle sahip oldugu
gosterilmistir (Hashem et al., 2021). B. coagulans ile yapilan bir ¢alismada, TEM ve FESEM
gorlntiilerine gore, CuO nanopartikiillerinin boyutunun 5 ila 47 nm araliginda, ortalama boyutu
13.84 nm ve kiiresel sekilli oldugu belirlenmistir. BC-CuO nanopartikiillerinin elementel
bilesimine yonelik EDX analizinde bakir ve oksijenin varlig1 olarak rapor edilmistir (Dolati et
al.,, 2023). B. subtilis ile yapilan bir ¢alismada ortalama ¢api 80 nm olan kiiresel Ag
nanopartikiilleri SEM analiziyle belirlenmistir (Tariq et al., 2020). Giimiise direncli B.
megaterium tarafindan tretilen giimiis nanopartikiillerinin TEM ve SEM analizleri sonucu 10-
60 nm boyut araliginda kiiresel sekilli glimiis nanopartikiillerin hiicre dis1 sentezini gosterdi
(Karkaj et al., 2013). Baska bir calismada B. megaterium NCIM 2326 ile giimiis
nanopartikiillerinin boyutunun 80-99 nm araliginda oldugu belirlenmistir (Saravanan et al.,
2011). Metalle kirlenmis topraktan izole edilen ve giimiise direngli B. safensis TEN12 tiirii ile
tiretilen giimiis nanopartikiillerinin SEM ve TEM ile parcacik boyutu 22,77 ile 45,98 nm
arasinda degisen Ag nanopartikiillerinin kristal yapisini ve kiiresel seklini gostermistir. Enerji
dagilimli X-1511 spektroskopisi (EDX), nano tozda yiiksek oranda gilimiis igeriginin mevcut
oldugunu ortaya koymustur (Ahmed et al., 2020). Denizden izole edilen B. amyloliquefaciens
SRBO04 ile tiretilen Se nanopartikiillerinin 45,4-68,3 nm civarinda ortalama pargacik boyutuna
sahip oldugu ve X-1s1m1 kirinimi (XRD) galismalari, biyosentezlenen Se nanopartikiillerinin

amorf dogasini dogrulamistir (Ashengroph and Hosseini, 2021).
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Sonuclar

. Amilaz ireticisi bakterinin patates kabuklarindan izolasyonu ve saflastirilmasi
gerceklestirilmistir. Klasik ve molekiiler yontemlerle P. megaterium SFA olarak
tanilanmistir.

. P. megaterium SFA ile en yiiksek amilaz tiretiminin 3 giinliik inkiibasyon siiresinde,
pH 7,0 ve 35 °C’de, ¢oziinebilir nisasta ve maya 6ziitii varliginda elde edildigi tespit
edilmistir.

. P. megaterium SFA amilaz enziminin saflastirilmasi i¢in amonyum siilfat
¢oktiirmesi, ultrafiltrasyon ve iyon degisim kromatografisi yontemleri kullanilmigtir.
Enzim 20,4 kat, %9,6 verimle saflastirilmis ve spesifik aktivitesi 10,2 U/mg olan saf

bir amilaz elde edilmistir.

. P. megaterium SFA amilaz enziminin molekiiler agirligi SDS-PAGE ile 57 kDa
olarak hesaplanmistir. Nisasta hidrolizinin Kinetik analizi sonucu ise Vimax degeri 13,3

U/mg protein ve Kmdegeri 0,126 mM olarak bulunmustur.

. Amilaz aktivitesi i¢in optimum sicaklik 40 °C ve optimum pH 9,0 olarak
bulunmustur.

. Cesitli metal iyonlari, reaktif ve ¢oziiclilerin varhiginda P. megaterium SFA amilaz
enziminin kararlilik durumu arastirilmistir. Metal iyonlar1 ve ¢oziiciiler varliginda
enzim tretiminde artig olmadigi, SDS varliginda ise enzim aktivitesinin yaklagik iki
katina ¢iktig1 tespit edilmistir.

. Ticari deterjanlardan 6zellikle gamasir deterjani varliginda amilaz enziminin kararli
oldugu gozlenmistir.

. Amilaz enziminin pamuklu kumaslardan ¢ikolata ve misir lekelerini ¢ikarmada etkili
oldugu goriilmistiir.

. Amilaz enziminin AgNOsz, CuSOs, MgSOs ve Na.SeOs nanopartikiillerinin

sentezinde basarili oldugu gortilmiistiir.
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