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Ozet

Toprak mikroflorasinin dnemli bir kismi Bacillus cinsi bakterilerden olusur. Bu bakterilerden elde edilen
amilazlarin daha fazla stabilite, yiiksek verimlilik ve diisiik tiretim maliyetine sahip olma gibi 6zellikleri vardi. Bundan
dolay! topraktan izole edilen Bacillus cereus WYSO01, Bacillus thuringiensis VITLW1, Bacillus thuringiensis ES2I13P,
Bacillus cereus TG16 mikroorganizmalardan a-amilazin izolasyonu ve karakterizasyonunu gerceklestirilmistir.
Yapilan arastirmada bitiin bakterilerin maksimum enzim retiminin 36. saatte, pH 7.0 ve 40 2C’de oldugu tespit
edildi. Mikroorganizmalar arasinda spesifik aktivitesi en yiksek olan Bacillus cereus WYS01'tur. Enzim aktivitesine
sicaklik ve pH gibi 6nemli etkisi olan parametrelere bakildi. Bacillus thuringiensis VITLW1, Bacillus thuringiensis
ES2I3P ve Bacillus cereus TG16 bakterilerinin 40 °C de, Bacillus cereus WYS01’in ise 60 °C de maksimum aktiviteyi
gosterdigi tespit edildi. Batiin mikroorganizmalar en fazla pH7.0 da a-amilaz aktivitesini gergeklestirdi. Bu ¢alismada
enddstriyel ve biyoteknolojik yonden 6nemi olan amilazin bakteriler tarafindan elde edildigi belirlendi.

Anahtar kelimeler: a-Amilaz, Bacillus, karakterizasyon, toprak.

Isolation and Characterization of a-Amylase from Bacillus Species Isolated from Soil

Abstract

An important part of the soil microflora is made up of Bacillus bacteria. Amylases obtained from these
bacteria are known to have greater stability, higher productivity and lower production costs. Therefore, isolation
and characterization of a-amylase from Bacillus cereus WYS01, Bacillus thuringiensis VITLW1, Bacillus thuringiensis
ES213P, Bacillus cereus TG16 microorganisms isolated from soil was carried out. Inthestudy, the maximum enzyme
production of all bacteria was determined to be at pH7.0and 40 oC at the 36th hour. Bacilluscereus WYS01 had the
highest specific activity among microorganisms. The parameters which have important effects on the enzyme
activity such as temperature and pH were investigated. It was seen that Bacillus thuringiensis VITLW1, Bacillus
thuringiensis ES213P and Bacillus cereus TG16 bacteria showed maximum activity at 40 2C while this was 60 2C for
Bacillus cereus WYS01. All microorganisms carried out a-amylase activity at pH7.0. In this study, it was determined
that amylase, which is important for industrial and biotechnological aspects, was obtained by bacteria.

Key Words: a-Amylase, Bacillus, characterization, soil.

Girig kagit ve kati atiklarin biyolojik olarak ¢evrilmesi gibi

a-Amilazlar (EC 3.2.1.1) ekstraseliiler endo- cok farkli endistriyel alanlarda kullaniimaktadir.
enzimler olup, farkli Grlnler vermek igin nisasta Amilazlar bitki, hayvansal ve mikrobiyal kaynaklar
molekillerini hidrolize ederek onlarin gida, tekstil, tarafindan dretilir, ancak endustride genel olarak
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mikrobiyal amilazlara ihtiya¢ duyulur. Bunun nedeni
mikrobiyal amilazlarin toplu Gretim ve kolay genetik
manipilasyon gibi 6zelliklerinden kaynaklanir (Souza
ve Magalhaes, 2010). Mikroorganizmalardan elde
edilen a-amilazlarin ticari Uretimi, diinya enzim
pazarinin %25-33'UnU temsil eder (Gupta ve ark.,
2003; Pandey ve ark., 2000).

Bakterilerden elde edilen amilazlarin daha
fazla stabilite, yiksek verimlilik ve distk Gretim
maliyeti oldugu bilinmektedir. Toprak mikroflorasinin
onemli  bir kismi Bacillus cinsi  bakterilerdir.
Bacillaceae familyasi igerisinde yer alan Bacillus
turleri, aerop ve fakiltatif anaerop, gram pozitif
endosporlu bakterilerdir (Topgal ve ark., 2014).
Bacillus  genusuna ait tlrlerin  ¢ogu glvenli
mikroorganizmalardir. Bu bakteri tirleri tarim ve
endustriyel amaglarda basarili sekilde kullaniimakta
olan pek ¢ok maddeyi sentezleyebilme kabiliyetine
sahiptirler. Bacillus cinsi mikroorganizmalar birgok
hiicre disi  amilazlar dahil enzimlerin ana
Ureticisidirler. Bacillus bakterileri kisa fermentasyon
donglisti, glivenli kullanim, kolay manipiilasyon,
tutarlilik, stres kosullarinda etkili enzim aktivitesi ve
cevre dostu Ozelliklerinden dolayr endustriyel
mikrobiyal enzimlerin en fazla tercih edilenleridirler
(John ve Elangovan, 2013). Bacillus tiirlerinin amilaz
Gretimi orta ve diger fiziksel parametrelerin
bilesimine bagh olarak degistigi icin ¢ok fazla gesitlilik
gostermektedirler. Genel Uretim maliyetini etki
etmeden amilaz Uretimini artirmaya ihtiyag
duyulmaktadir (Pranay ve ark., 2019).

Bu calismada, topraktan izole edilen Bacillus
turleri  kullanilmistir.  Kullanilan  bakterilerden
endustriyel ve ekonomik degeri yiiksek olan a-
amilazin Gretim karakterizasyonu gergeklestirildi.

Materyal ve Yontem
Biyolojik Materyal

Biyolojik materyal olarak daha 6nce izole
edilerek tanimlanan Bacillus cereus WYS01, Bacillus
thuringiensis VITLW1, Bacillus thuringiensis ES2I3P,
Bacillus cereus TG16 mikroorganizmalari kullanildi.

Protein Miktar Tayini
Protein miktar tayini Lowry metoduna gore
yapildi. (Lowry ve ark., 1951).

Enzim Aktivitesi
o-Amilaz aktivite tayini modifiye DNS
metoduna goére gergeklestirildi (Miller, 1959).

Aktivite tayini icin optimum sartlarda Uretilen bakteri
supernatantlari kullanildi. Supernatlar ile %0,5’lik
nisasta c¢ozeltisi 40 2C de 30 dakika inklibe edildi.
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Daha sonra 6rneklere 3,5 DNS ilave edilerek 5 dakika
kaynar su banyosunda bekletildi. Sire sonunda
gerekli islemler gerceklestirilerek
489nm’despektrofotometrik dlgim yapildi.

Inkiibasyon siiresinin a-Amilaz Uretimine Etkisi

inkiibasyon siiresinin a-amilaz  Uretimine
etkisini belirlemek igin 12-72 saat araliginda her 12
saatte bir 6rnek alindi. Alinan érnekler 10.000 rpm de
10 dk santrifij edilerek slipernantlar elde edildi.
islem sonunda analiz islemi gergeklestirildi.

Sicakhgin a-Amilaz Uretimine Etkisi

100 ml’lik erlen mayerler de 25 ml NB besi
yerleri hazirlanarak her drnekten 1 ml ekim yapildi.
20-70 °C sicakhk araliklarinda amilaz Gretiminin
optimum degerlerin belirlemek icin 120 rpm’de
calkalamali su banyosunda bekletildi ve
spektrofotometre de absorbans dl¢timleri yapildi.

pH’nin a-Amilaz Uretimine Etkisi

Hazirlanan NB (Nutrient Broth) ortaminda pH
3.0'ten baglayarak pH 10.0’a kadar farkli pH’lar da
enzim lretimi gercgeklestirildi. Belirlenen sire
sonunda pH’nin amilaz Uretimine etkisini belirlemek
icin aktivite tayini yapilarak spektrofotometre de
absorbans olgtimleri yapildi.

Enzim Aktivitesine Sicakligin Etkisi

Sicakhgin aktivite Uzerine etkisini belirlemek
icin uygun optimum sartlarda (retilen bakteri
kaltdrleri santrifij edilerek elde edilen
sUpernatantlar kullanildi. Bunun i¢in 202C’den 10 eC
artan sicaklik aralklariyla 702C'ye kadar a-amilaz
aktivite tayini yapildi. Yapilan analiz sonucunda
rolatif enzim aktivitesi belirlendi.

Enzim Aktivitesine pH’nin Etkisi

pH etkisi icin; substrat olarak kullandigimiz
nisasta %0.5’lik olacak sekilde farkli tamponlar
icerisinde ayri ayri hazirlandi. Daha sonra amilaz
aktivite tayini yapilarak rolatif enzim aktivitesi
saptandi.

Bulgular ve Tartisma
inkiibasyon siiresinin a-Amilaz Uretimine Etkisi
inkiibasyon  siiresinin  bakterilerin  enzim
Uretimine etkisini arastirmak icin NB besi yerinde 12-
72. saatler arasinda Uretilen bakterilerden her 12.
saate bir 6rnekler alindi. Sekil 1'de gorildigu gibi
butin bakterilerde 12. saatten itibaren biitin
mikroorganizmalar da enzim {Uretimi arttig,
maksimum a-amilaz Uretilen zamanin ise 36. saat
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oldugu belirlendi. Mikroorganizmalarin 36.saatte
maksimum a-amilaz dretim sirasina bakildiginda
siraslyla; Bacillus cereus WYS01, Bacillus thuringiensis
ES213P, Bacillus cereus TG16 ve Bacillus thuringiensis
VITLW1 oldugu tespit edildi. Asgher ve ark. (2007)
Bacillus subtilis 1S-2004 bakterisinin  maksimum
enzim Uretim zamanini 48. saat olarak belirlediler.
Hmidet ve ark. (2008) Bacillus licheniformis NH1'i 48

saatte optimum enzim Uretimi gerceklestirmislerdir.
Liu ve Xu (2008) Bacillus sp. YX-1 bakterisinde
maksimum  a-amilaz  Uretiminin  44. saatte
gerceklestigini belirlediler. Saxena ve ark. (2007)
Bacillus sp. PN5de amilaz Uretimini 60. saatte tespit
etmiglerdir. Yaptigimiz ¢alismada ekstraseliiler enzim
Uretim silresinin kisa olmasi ekonomik ve zaman
kazanim agisindan énemli bir avantaj oldugu goérildu.
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Sekil 1. inkiibasyon siiresinin a-amilaz tiretimine etkisi.

Sicakhgin a-Amilaz Uretimine Etkisi

Enzim Uretiminde sicakhigin etkisini arastirmak
icin NB besi ortaminda mikroorganizmalar 20°C'den
70°C'ye kadar inkibe edildi. Yapilan c¢alismada
mikroorganizmalarin ~ 30-60°C  arasinda  enzim
Urettikleri belirlendi. Sekil 2 de gorildugla gibi
bakteriler arasinda en fazla amilaz Urettigi tespit
edilen mikroorganizma Bacillus cereus WYS01 oldugu
belirlendi. Butiun bakterilerin optimum 40 °C de

maksimum  Uretim  gosterdigi  ancak artan
sicakliklarda bakteri dretiminin azaldigi gorilda.
Benzer  sonuglart  Bacillus  tlrlerinde  diger

arastirmacilar da goézlemlediler. Ozdemir ve ark.
(2018) yaptiklari arastirmada Bacillus mojavensis SO-
10 bakterisinin en fazla amilaz Urettigi sicakligin 35°C
oldugunu belirlediler. Hamilton ve ark. (1999)
Bacillus sp. IMD 435 bakterisinden optimum amilaz
Giretiminin 40 °C oldugunu tespit etti. Ortakaya ve
ark. (2017) topraktan izole ettikleri Bacillus simplex
bakterisinden maksimum 37 °C de amilaz Uretimi
gerceklestirdiler.

pH’nin a-Amilaz Uretimine Etkisi
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Fiziksel parametreler arasinda pH, morfolojik
olarak enzim artigini etkileyen 6nemli bir faktordir.
Bundan dolayli a-amilaz Uretimine pH’nin etkisini
belirlemek icin pH 3-10 arasinda uygun ortamda
mikroorganizmalar (retilerek 6rnekler alindi. Analiz
sonucunda spesifik aktivitesi en fazla olan bakteri
tird Bacillus cereus WYS01 (3200 U/mg) tespit edildi.
Biitin mikroorganizmalar da artan pH’lara bagh
olarak enzim Uretiminin artigi belirlendi. Sekil 3’te
goruldigu  Uzere mikroorganizmalar pH6.0-8.0
arasinda enzim (rettikleri gozlemlendi. Butin
bakterilerin maksimum amilaz Gretimini notral pHda
gerceklestigi tespit edildi. pH'nin notral olmasi gerek
nisastanin sivilastirilmasi gerekse gida enduistrisi gibi
onemli alanlarda kullanimi yéninden o6nem arz
etmektedir. Bazi  arastirmacilar da  yapilan
¢alismamiza yakin sonuglar elde etmislerdir. Shafiei
ve ark. (2010) izole ettikleri mikroorganizmadan
maksimum  amilaz  dretimini  pH7.50ldugunu
belirlemislerdir. Kikani ve Singh (2012) Anoxybacillus
beppuensis TSSC-1'den elde ettikleri a-amilaz
Uretimini en fazla pH7.0 da oldugunu tespit
etmislerdir.
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Sekil 2. Sicakhgin a-amilaz Gretimine etkisi.
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Sekil 3.pH’nin a-amilaz lretimine etkisi.
Enzim Aktivitesi Uzerine Sicakligin Etkisi °C sicakhk araliklarinda aktivitelerin oldugu belirlendi.
Mikroorganizmalar ~ optimum kosullarda Bacillus cereus WYS01 bakterisinin maksimum amilaz

Uretilerek, Ust sivilari alindi. Alinan 6rnekler 20-70 °C
sicaklik araliklarinda substrat ile muamele edilerek
inkGbe edildi. Sekil 4’te goéruldiglu gibi Bacillus
thuringiensis VITLW1, Bacillus thuringiensis ES2I3P,
Bacillus cereus TG16 mikroorganizmalarin maksimum
aktivite gosterdigi sicaklik 40°C oldugu belirlendi. Bu
mikroorganizmalardan elde edilen amilazlarin 30-60
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aktivite gosterdigi sicaklik 60°C de oldugu tespit
edildi. Bu bakterinin 6zellikle 40-70 arasinda enzim
aktivitesinin oldugu gorildi. Najafi ve ark. (2005)
izolasyonunu gerceklestirdikleri  Bacillus subtilis
AX20'nin  a-amilazin  maksimum sicakhginin 55°C
oldugunu belirlediler.
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Sekil 4. Enzim aktivitesine sicakhgin etkisi.
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Sekil 5. Enzim aktivitesine pH’nin etkisi.

Enzim Aktivitesi Uzerine pH’nin Etkisi

a-Amilaz aktivitesi Gzerine etkili olan diger bir
parametre pH’dir. pH 3.0-10 araliginda enzim
aktivitesine etkisi arastirildi. Arastirma sonucunda
tim mikroorganizmalarin nétral pH’da (pH7.0)
maksimum aktivite gosterdigi tespit edildi. Sekil 5 ‘te
goruldagli  lzere butin bakteriler, pH 6.0-8.0
araliginda aktivite gosterdigi tespit edildi. Bakteriler
arasinda Bacillus cereus WYS01'un en fazla rolatif
aktiviteye sahip oldugu tespit edildi. Benzer sonuglari
diger arastirmacilar da bulmuslardir. Agiloglu Fincan
ve Enez (2014) calismalarinda  kullandiklari
Geobacillus stearotermophilus bakterisinin

maksimum amilaz aktivitesi pH7.0 da oldugunu
belirtmislerdir. Ortakaya ve ark. (2017)
arastirmalarinda  kullandiklari  Bacillus  simplex
bakterisinin  maksimum amilaz aktivtesinipH7.0
gergeklestigini bulmuslardir.
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