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Oz

Bacillus sp. A-3 Kahramanmaras topraklarindan izole edilmigtir. Sug 5.0-7.0 pH araliginda enzim sentezini gergeklestirirken, maksimum
amilolitik aktivite 37°C sicaklik ve 6.5 pH degerinde gozlenmigtir. SDS-PAGE analizinde enzime ait 53.94 kDa agirhifinda tek
bant elde edilmistir. Enzimin optimum pH’st 6.0-6.5 olarak belirlenmistir. Enzimin maksimum rolatif aktivite gosterdigi sicaklik
degeri 35°C olup ve 25 ile 65°C arasinda ortalama %68 bir rolatif aktiviteye sahiptir. Enzim 40°C ye kadar termostabil bir 6zellik
sergilemigtir. Kimyasallarin etkisi acisindan ise en yiiksek kalan aktivite %93 ile KCl ve en disiik ise %0.8 ile EDTAda gézlenmistir.
Bu ozellikleri ile A-3 alfa amilazi unlu mamul sanayiinde, biyoetanol tiretiminde ve hurda kagit endustrisinde onemli bir yer teskil

edebilecek potansiyeldedir.

Anahtar Kelimeler: Alfa amilaz, Bacillus, Karakterizasyon, Mezofilik, Saflagtirma, Stabilite

Abstract

Bacillus sp. A-3 isolated from soils of Kahramanmaras. The maximum amylolitic activity was obtained at 37°C and pH 6.5 as the strain
showed enzyme synthesis in between pH 5.0-7.0. SDS-PAGE analysis of the enzyme showed a single band which was estimated as
53.94 kDa. Optimum pH of the enzyme was determined as 6.0-6.5. Maximum relative activity of the enzyme presented was 35°C
and also average 68% of relative activity was observed in between 25-65°C. Enzyme revealed a thermostable properties up to 40°C.
In terms of chemicals effect, The highest remaining activity was 93% with KCI as the lowest one was 0.8% in the presence of EDTA.
According to these properties of the A-3 alpha amylase has potential to have an important place in baking, bioethanol production and

waste paper industries.
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1. Girig

Amilaz enzimleri, nigasta, glikojen gibi polisakkaritlerin
alfa-glikozid baglarini hidroliz eden enzimlerdir (Reddy
vd. 2003). Gida, tekstil, kagit, deterjan ve igecek gibi ¢esitli
endiistri kollarinda yaygin bir sekilde kullanilmaktadirlar ve
diinya enzim ticaretinin de %25’lik bir kismini olugtururlar
(Rao vd. 1998). Alfa-amilazlar (E.C. 3.2.1.1.) o-14
Glikozidik baglar1 kopararak glukoz, maltoz ve gesitli
uzunluklarda oligosakkaritler meydana getirirler (Gubta vd.
2003). Substrata etkileri agisindan amilazlar endo-amilaz ve
ekzo-amilaz seklinde iki kategoriye ayrilir. Endo-amilazlar,
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nigastayt zincir Uzerinde rastgele hidroliz ederken, ekzo
amilazlar nigastay: indirgen olmayan uca yakin noktalardan
kesen enzimlerdir (Ozcan vd. 2010). Endistriyel ihtiyaglar:
kargilayacak enzimlerin genel kaynag: kisa siirede ve ¢ok
miktarda Uretilebilmelerinden dolayr mikroorganizmalar
olmustur. Endistride kullanilan enzimlerin yaklagik %90’1
mikroorganizmalarin fermentasyonu ile uretilmektedir
(Godfrey ve West 1996). Enzim lretimi i¢in mantar ve
bakteri gibi mikroorganizmalar genis bir sekilde taranmuig
(Ivanova vd. 2001) ve bakterilerden Bacillus subtilis, B.
stearothermophilus, B.licheniformis, ve B. amyloliguefaciens gibi
suglarin iyi enzim dreticisi olabilecekleri ortaya konmugtur
(Mamo ve Gessesse 1999). Bacillus cinsi bakteriler genellikle
patojen olmamalari, ekstraselliiler sekresyon yapabilmeleri,
diger enzim kaynaklarina gére dahaazyan iriin olusturmalari,



Karcioglu Batur, Aygan / Kahramanmaras Topraklarindan Izole Edilen Bacillus sp. Tarafindan Alfa-Amilaz Uretimi ve Karakterizasyonu

daha ucuz iglem gerektirmeleri ve genetik manipilasyonlara
imkan tanimas: gibi sebeplerden dolay: da 6zel ilgi ve tercih
sebebi olmaktadir (Kiran ve Comlekgioglu 2003, Schallmey
vd. 2004). Farkli ortamlarda bulunan bakteriler ya asidofilik,
alkalifilik enzim tretir yada mikro-ortamlarindaki pH
degisimlerine uyum saglayabilecek asit veya alkali tolerant
nétr enzim uretimi gergeklestirirler (Bachmeier vd. 2002,
Mahdavi vd. 2010). pH tolerant enzimler ise endustriyel
olarak genis spektrumlu reaksiyon sartlarinda kullanim
imkéan saglamaktadr.

Bu ¢alismada Kahramanmarag'in farkli bélgelerden alinan
topraklardan Bacillus izolasyonu gergeklestirilmis ve susun
trettigi amilaz enziminin saflagtirilmasi ve biyokimyasal
ozellikleri belirlenmigtir.

2. Gereg ve Yontem
2.1. Mikroorganizma ve Kiiltiir Sartlar

Bacillus sp. A-3 bakterisi Kahramanmarag topraklarindan
alinan 6rneklerden izole edilmistir. Bunun i¢in alinan toprak
ornekleri 10 dk sireyle 80°C’ye ayarlanmis su banyosunda
pastorize edildikten sonra LB Agar (pH 7.0) tuzerine
yayilmigtir. Ertesi giin, izole edilen suglar amilaz aktivite
tespiti Na,HPO, 6 g, KH PO, 3 g, NaCl 0.5 g, MgSO,
0.24 g, CaCl, 0.01 g, peptone 3 g, 1% (w/v) ¢oziiniir nigasta
(Merck), ve Agar 15 g (Shibuya vd. 1986) seklinde olusan
besiyerinde test edilmistir. Amilaz treten suslar plaklarin
iyod buharina maruz birakilmas: ile belirlenmis (Hols vd.
1994) ve amilolitik potansiyelleri en yiiksek olanlari sonraki
caligmalar i¢in egik agarda stok kiiltiirleri hazirlanarak
+4°C'de saklanmigtir (Bernhardsdotter vd. 2005).

Segilen bakteri suglar1 cins seviyesinde teshisi i¢in koloni
morfolojisi ve katalaz testlerinin yani sira gram boyama, spor

boyama, hareketlilik testleri yapilmistir (Ratanakhanokchai
vd. 1999).

2.2. Enzim Uretimi

Segilen Bacillus sp. A-3 susundan enzim iretimi, %1’lik
¢6ziinlr nisasta iceren M9 besiyerinde kiltliri yapilarak
gerceklestirilmistir.  Enzim  dretimi bir gecelik taze
kiltirden %10’luk oranda enzim tretim besiyerine agilama
yapilarak ve 2 gin 37°C de 250 rpmde inkiibe edilerek
gerceklestirilmistir. Inkiibasyon sonrasi bakteri hiicreleri
+4°Cde Hettich Mikro 22R sentrifijde 4020 gde 30 dk
sentrifiijlenerek uzaklagtirilmistir. Elde edilen stipernatant
(Hucre disi sive kistm) enzim saflagtirma islemleri igin

kullanilmigtr.
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2.3. Enzim Saflagtirilmas:

Onceden sogutulmus etanol, siipernatanta son hacim %75
olacak sekilde eklenmis ve ertesi giine kadar -20°C’ de
bekletilmistir. Ertesi giin, olusan presipitatlar +4°C’'de 4020
g de 30 dk sentrifijlenerek toplanmis ve ¢okelti sodyum
fosfat (0.1 M, pH 7.0) tamponunda ¢ozilmugtir.

2.4. Molekiiler Agirlik ve Zimogram Analizi

Enzimin molekiler agirligi %10’luk SDS-PAGE (Laemmli,
1970) ile belirlenmigtir. Molekiler marker olarak, porcine
myozini (200 kDa), E. coli p-galaktozidazi (116 kDa),
tavsan kasi fosforilazi b (97 kDa), sigir albiimini (66 kDa),
ovalbumin (45 kDa) ve sigir eritrosit karbonik anhidraz
(29 kDa) igeren SDS6H2 (SIGMA) kullanilmigtir. Protein
bantlar1 daha sonra Coomassie brilliant blue R-250 ile
gorinir hale getirilmigtir.

Enzimin zimogram analizleri ise ¢ozlniir nigasta (%1 w/v)
iceren SDS-PAGE ile gergeklestirilmigtir. Elektroforez
sonrast jel renatiirasyon soliisyonlar1 (Saul vd. 1990) ile
muamele edilmis ve plastik saklama kabi igerisinde 35°C’de
4-6 saat siireyle inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon
sonrast enzim aktivite bantlar1 jelin iyot ¢ozeltisi (KI: 5 g/L,
1:0.5 g/L) (Hashim vd. 2004) igerisinde bekletilmesi ile

belirlenmistir.
2.5. Enzim Aktivite Tayinleri

Alfa-amilaz aktivitesi Miller (1951) metoduna gore
belirlenmistir. Reaksiyon karigimlari 3 birim %1 lik ¢ztinir
nigasta ile 2 birim enzim 6rneginden olugsmustur. 35°C de 30
dk inkibe edilen karigim tzerine 5 birim 3,5-dinitrosalisilik
asit ilavesi sonrast 5 dk kaynatilarak enzimatik reaksiyon
durdurulmus ve 550nm de absorbans 6l¢timi gerceklesmistir

( Perkin Elmer Lambda EZ 150).

2.6. Sicaklik ve pH’'min Enzim Aktivite-Stabilitesi
Uzerine Etkisi

Amilaz aktivitesinin optimum pH ve sicaklik degerleri farkli
pH (3.0-11.5) ve sicaklik degerlerinde (4-90°C) ¢aligilarak
belirlenmistir. Bunun i¢in sitrat tamponu (pH 3.0 - 5.5),Na-
fosfat tamponu (pH 6.0 —7.5), Tris tamponu (pH: 8.0 — 9.0)
ve borax tamponu (pH 9.0 — 12.0) kullanilmigtir. Enzimin
sicaklik stabilitesi ise 4-90°C arasinda optimum pHda 15
ve 30 dklik 6n inkiibasyon sonrasi belirlenmistir. Diger
taraftan pH stabilitesi ise enzimin optimum sicaklikta 6n
inkibasyonu ile gerceklestirilmigtir. Biitiin bu islemlerden
sonra kalan aktivitelerin standart enzim aktivitesi tayini
ile olmustur. Enzime tuzun (NaCl) 0.1 ile 4.0M arasinda
degisen konstrasyonlarda etkisi de ayrica test edilmistir.
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Denemeler 3%er tekrarlar gseklinde yapilip ortalamalar:
alinmugtir.

2.7.Baz1 Kimyasal ve Inhibitérlerin Enzim Uzerine Etkisi

Metaller, selator, deterjan ve inhibitér gibi kimyasallarin
amilaz Uzerine etkisi farkli konsantrasyonlarda s6z konusu
kimyasallarin optimum sicaklik ve pH'daki 6n inkibasyonu
ile belirlenmistir.

2.8. Enzimatik Reaksiyon Sonucu Agiga Cikan Son
Uriinlerin Saptanmast

Enzimatik hidroliz sonucu agiga ¢ikan trtinler aluminyum
oksit 60 F,., neutral TLC plakalar (Merck) tzerinde

belirlenmistir. Bunun i¢in ¢6ziinir nigastadan (%0.5 w/v)

A3

200 . —

a7 ._-—-—'-'

Sekil 1. Bacillus sp. A-3’tin alfa amilaz enziminin SDS-PAGE ve
zimogram analizi. M: Marker (Sigma SDS6H?2).

olusan substrat 35°C’de enzim ile bir saat inkiibe edildikten
sonra plakalar Uzerine yiklenmis ve bitanol- asetik
asit- distile sudan (3:1:1 v/v/v) olusan ¢ozlcl sistemde
kromatografi gerceklestirilmistir. Uriinlerin gériiniir hale
gelmesi i¢in de etil alkolde hazirlanmis %20lik H,SO,
¢ozeltisi plakalara puskirtilmis ve 120°C’de firinlanmigtir
(Aygan vd. 2008).

3. Sonuglar

Kahramanmarag'in farkli bolgelerinden alinan  toprak
orneklerinden toplamda 241 Bacillus sp. izolasyonu
yapilmistir. Bu suglardan petri kabinda en yiiksek amilaz
zonuna sahip olan A-3 ileri aragtirmalarda kullanilmak tizere
secilmigtir. Genis, yaygin, beyaz ve dalgali kenarli koloni
morfolojisi ile aerobik, gram pozitif, cubuk formunda, sporlu,
hareketli, katalaz pozitif bir 6zellik sergileyen sus Bacillus sp.
A-3 olarak tanimlanmgtir. Bacillus sp. A-3 susu petride pH
5.0-7.0 arasinda enzim sentezi ger¢eklestirirken maksimum
amilolitik aktivitesini optimum 37°C sicaklik ve 6.5 pH
degerlerinde gostermistir. pH 8.0 ve tzerinde bakteriyel
treme gorilmesine ragmen hidroliz zonu gozlenememistir.

3.1. Molekiiler Agirlik ve Zimogram Analizi

Saflagtirilan  enzim %10’luk SDS-PAGEde 53.94kDa
agirhginda tek bant vermistir (Sekil 1). Zimogram
analizi ise ¢Ozinir nigasta iceren SDS-PAGE jelinin
elektroforezden sonra enzimin renatiirasyonu (Saul vd.
1990) ile gerceklestirilmistir. Jelin iyot ¢ozeltisi (Hashim vd.
2004) ile boyanmast neticesinde aktivite zonu gozlenmistir.

3.2. Alfa-Amilaz A-3'iin Ozellikleri
Bacillus sp. A-3 susu petride en yiiksek pH 7.0da enzim
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Sekil 2. Bacillus sp. A-3"in alfa-amilaz
enzimine ait optimum pH grafigi.
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sentezine uygun bir sekilde dort farkhi tampon sistemi
kullanilarak gerceklestirilen enzimin optimum pH’st 6.0-
6.5 olarak belirlenmistir (Sekil 2). A-3 Amilaz pH 5.5 ile
9.0 arasinda %50 nin tizerinde bir rélatif aktivite gosterirken
ortalama %83.51 aktiviteye sahiptir. Enzimin maksimum
rolatif aktivite sergiledigi sicaklik ise 35°C'dir ve 25 ile
65°C arasinda ortalama %68 bir rolatif aktivite mevcuttur
(Sekil 3). a-amilaz A-3’in pH stabilitesi ise enzimin
35°Cide 15, 30 ve 60 dk 6n inkiibasyonu ile belirlenmistir.
Test edilen tiim siirelerde pH 6.0 ile 10.0 arasinda en disuk
ortalama kalan aktivite %78.7 olmustur (Sekil 4). Termal
stabilite belirlemeleri i¢in enzim 4-90°C arasinda pH 6.0'da
15 ve 60 dk lik bir 6n inkiibasyona birakilmis ve kalan
aktivite 6l¢timi yapilmistir. Enzim 40°C ye kadar olduk¢a
termostabil bir 6zellik sergilemistir (Sekil 5). Tuzun etkisi
0.1-4.0 M arasinda degisen farkli NaCl konsantrasyonlari
ile test edilmis ve en yiiksek aktivite 1 M ile elde edilmigtir
(Sekil 6).

3.3. Baz1 kimyasal ve inbibitorlerin enzim iizerine etkisi

Alfa-amilaz enzimi 5 mM EDTA, %1’lik SDS, 5 mM
ZnClL, 5 mM KCl, 5 mM Na,SO,, 5 mM CaCl,, %1’lik
2-Merkaptoetanol ve 8 M ire ile pH 6.0da 30 dk inkiibe
edilerek kalan aktiviteleri test edilmistir. Kontrol grubuna
gore kiyaslandiginda en yiiksek kalan aktivite %93 ile KCI
ve en dustk ise %0.8 ile EDTAda gozlenmigtir (Sekil 7).

3.4. Son Uriinlerin Belirlenmesi

Bacillus sp. A-3 amilaz enziminin 35°C sicaklik ve 6.0 pH
kogsullarinda ¢6zlnir nisastayr maltoz ve diger daha uzun
oligosakkaritlere hidroliz ettigi gozlenmistir (Sekil 8).

4. Tartigma

Ekstraselliler enzim tretmeleri sebebiyle Baci/lus cinsi
bakteriler 6nemli endistriyel mikroorganizmalardir. Di-
ger taraftan amilazlar endistriyel olarak 6nemli hidrolitik
enzimlerden biridir. Bu ¢alismada amilaz treticisi Bacillus
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izolasyonu, amilaz Uretimi ve enzimin kismi karakterizas-  yalakshmi vd. 2009, Sharma ve Satyanarayana 2010). A-3
yonu amaglanmugtir. Bacillus sp. A-3 ireme ve enzim sen-  suguna ait alfa-amilaz enziminin molekiler agirhigi SDS-
tezi sicakligi agisindan mezofilik tabiath bir sustur. Amilaz ~ PAGE analizinde 53.94 kDa olarak hesaplanmistir (Sekil
Ureticisi olarak secilen en yaygin Bacillus suglarinin ¢ogu  1). Bacilluslardan elde edilen a-amilaz enzimlerinin mole-

Bacillus sp. A-3 gibi mezofiliktir (Syu ve Chen 1997, Vid-  kiiler agirliklarinin 42-70 kDa aralifinda oldugunu bildiren
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Sekil 8. Bacillus
sp. A-3 alfa-
amilaz enzimine
ait ince tabaka

kromatografi
bulgulari

(N: Enzim ilave
edilmemis nigasta
¢ozeltisi,

M: Maltoz,

G: Glukoz,

A-3: Alfa-amilaz

enzimi hidroliz

M

iirtinleri).

cok sayida bulgu mevcuttur (Igarashi vd. 1998, Beg vd. 2001,
Das vd. 2004).

A-3 alfa-amilazi optimum 6.0-6.5 olmak tizere 5.5 ile 9.0
pH araliginda yiiksek bir aktivite gostermigtir. Farkli Bacillus
suglarindan elde edilen ¢ogu amilazin 5.0-7.0 arasinda
optimum aktivite sergiledigi bilinmektedir (Vihinen ve

Mantsala 1990; Kumar vd, 1990; Wind vd, 1994).

A-3 alfa-amilazinin sicaklik aktivite profili olduke¢a genis
olup 25 ila 65°C arasinda ortalama %68’lik rolatif aktiviteye
sahipti. Bu durum enzimin degisken veya kontrolsiz
sicaklik gartlarinda tercih edilebilirligini artirmaktadir.
Ayrica 70°C ve tzerindeki sicakliklarda aktivite kaybi ve
60°C'de 15 dk dahi stabil kalamayarak ($ekil 5) enzimatik
aktivitenin sonlanmasi enzimi unlu mamul endustrisinde
kilmaktadir (Coronado vd. 2000).
verilerine bakildiginda bir¢ok Bacillus sp.den elde edilen

6nemli Literatiir
enzimlerin optimum sicakliklarinin  50-90°C  arasinda
oldugu gorilmektedir (Sivaramakrishan vd. 2006, Gupta vd.
2003). Bu tiir Bacillus amilazlarina gére A-3 amilazin dugik
sicakliklarda (35°C) aktivite gostermesi de birgok diger
endustriyel uygulamalar i¢in cazip kilar. A-3 amilaz alkali
bir enzimi olmamasina ragmen pH 6.0 ila 10.0 arasinda
oldukea yiksek bir stabilite gdstermis olmasi, enzime alkalin
ortamlarda da kullanim imkanlar1 tanimaktadir (Sekil 2 ve

4),
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EDTA ile tam bir inaktivasyon gerceklesirken enzimin
aktivasyonu ve stabilitesi i¢cin Ca** ‘a kargt herhangi bir
ihtiya¢ gostermemistir (Sekil 7). Amilaz aktivitesinde ¢inko
glclii bir inhibitor olabildigi gibi etkisiz de olabilmektedir
(Kim vd. 1995; Mamo ve Gessesse 1999; Demirkan vd.
2005). Enzimin sodyum stlfitten pek fazla etkilenmemesi
ise hurda kagit endiistrisi i¢cin 6nem arz eder. Halofilik tabiat
gostermeyen A-3 amilaz enzimi ince tabaka kromatografisi
analizine gore son irtin olarak maltoz ve daha uzun yapidaki
diger oligosakkaritleri olugturmustur.

Ozetle, genel olarak giivenli kabul edilen Bacillus cinsi
onemli bir mikrobiyal enzim kaynagidir. Bacillus sp. A-3 den
tiretilen alfa-amilaz enzimi de bu ¢aligmada ortaya konan
ozellikleri ile unlu mamul sanayiinde, biyoetanol tretiminde
ve kagit endistrisinde 6nemli bir yer tegkil edebilecek
potansiyeldedir.
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