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Bacillus vallismortiş SO-B3'ten Elde Edilen u-Amilazın Saflaştırılmasr, Karakterizasyonu ve

Farklı Nişasta Endüstrilerinde Kullanımının Test Edilmesi
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Giriş

o-Amilazlar, tüm nişasta endüstrileri içinde en fazla öneme sahip hidrolitik enzimlerden birisidir. Günümüzdc
o amilazlar, nişastanın hidrolizi için gıda, deterjan, tekstil, kağıt, bira , alkol ve ilaç gibi endüstriyel alanlarda
kullanılmaktadır. Bu bağlamda mikrobiyal amilazlar, nişastayı temel alan endüstrilerde tamamen kiınyasal
hidrolizlerin yerini almıştır. Bu çalışmada l|ııcillus valli,ıınorüis SO-B]'ten elde cdilen o-aınilaz'ın saflaştırı[n,ıası
ve karekterizasyonu test edilmiştir. Bunlara ilaveten, saf enzimin deterjan, ham nişasta hidrolizi ve elma suyıı
berraklaştırılması gibi farklı nişasta endüstrilerinde kullanılabilirliğinin belirlenmesi amaç[anmıştır.

Gereçler ve Yöntemler

Bu araştırmada, Mcryemderesi (Şırnak) sıcak su kaynağı çamurundan izole edilen termotolerant i}otiıtıı.ı,
ı,ıllisnı<ıı,ıi..ç S0-I]3 kullanılmıştır.,B. ı,ıılli.sınorıi,s'tlcn clde cdilen o-amilaz sırasıyla. amonyuın sül(al

çöktürmcsi, ,Jiyaliz ve dictil amino etil (DEAE) sclüloz iyon değiştirici kromatogralisi ile saflaştırılmıştır. Sal'
enzimin karakterizasyonu için sıcaklık ve sıcaklık stabilite, pH ve pH stabilite, inhibitörlerin ve metallerin etkisi
gibi farkh parametreler tcst edilmiştir. Saflaştırılan enzimin molekül ağırlığı sodyum dodesil sülfat po|iakrilaııicl
jel elcktrolorezi (SDS-PAGE) tekniği ile belirlenmiştir. İnce Tabaka Kromatografisi (TLC) ile larklı zaınanlarda
oluşan son ürünler tespit edilmiştir. Bunlara ilaveten enzimin deterjan, ham nişastanın hidrolizi ve elma sı,ıyu
berraklaştırılması gibi endüstriyel amaçlı kullanımı çalışılmıştır.

Bulgular

a-Amjlaz enziminin saflaştırma kat sayısı 5l, verim o/o30 olarak belirlenıniştir. Kıı vc Vmax değcrlcri
Lineweaver-Burk plot'a göre sırasıyla,0,0l0 mM ve 3,38 pmol/dk. olarak hesaplanmıştır. Saf enzimin ııolekül
ağırlığı SDS-PAGE ile 74 kDa olarak saptanmıştır. Saflaştırılmış o-amilaz'ın optimum sıcaklığı ve pH'sı
sırasıyla 70 uC ve 5.0 olarak tespit edilmiştir. Saf enzim üzerine EDTA'nın inhibitör etkisinin diğer inhibitörlerc
oranla daha fazla olduğu bulunmuştur. Kontrol ile karşılaştırıldığında ZnCl2, MgCl2, CuC12 ve HgCI2 varlığında
rölatif enzim aktivitesi sırasıyla %88,%83,Yo74 ve0/o64 olarak saptanmıştır. Saf enzimin çözünür nişasta ilc l5
ve 30 dakika inkübe edilmesiyle hidroliz ürünlerinin TLC analizi sonrasında maltoz (G2), maltotrioz (G3),
maltotetroz (G4) ve maltooligosakkaritler olduğu belirlenmiştir. %1'lik ham buğday ve mısır nişastalarıır 4
saatlik inkübasyon süresi sonrasında sırasıyla o/o38.9 vco/n4l .3 oranlarında hidrolize oldukları saptanmıştır. Sal'
enzimin, kırmızı ve yeşil elmadaki çözünür nişasta içeriğinin 60 dakikalık inkübasyon sonrasında sırasıyla ol83

ve 0/o86 oranlarında hidrolize ettiği belirlenmiştir. Bunlara ilaveten B.vallismorlis SO-B3'den elde edilen sal'a-
aınilazın dcterjan endüstrisinde nişasta içerikli kirleticilerin uzaklaştırılmasında kullanılabilirliği tespit edilmiştir.

Sonuç r,e Tartışma

Saflaştırılan enzimin termostabil ve geniş pH aralığında stabil olması, ortamda bulunan değişik denatüre edici
ajanlara karşı yüksek tolerans göstermesi nedeniyle çeşitli nişasta endüstrilerinde biyoteknolojik açıdan
kullanılabilir özellikte olduğunu göstermektedir.
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