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Arastirma Makalesi

OZET
Makale Tarihgesi: Bu ¢alismada, Nigde ili Ulukisla ilgesi Ciftehan boélgesi siirlari iginde bulunan
Gelis tarihi: 11 Kasim 2020 kaplicadan alinan toprak &rneklerinden a-amilaz aktivitesine sahip Bacillus
Kabul tarihi: 27 Kasim 2020 . ; . . .. c e .
Online yaymlanma: 15 Aralik 2020 izolasyonu yapilmistir. Izolat bakteri, Bacillus sp. GA4 olarak isimlendirilmistir.

Bacillus sp. GA4 izolatina ait a-amilaz enziminin optimum pH ve sicaklik
degerleri sirastyla 6.0-8.0 ve 50°C olarak bulunmustur. Enzim 40°C’de 30 dk 6n

gggi?ltL?sr Kelimeler: inkiibasyon sonrasinda aktivitesini tamamen korumustur. Enzim, 50°C ve 60°C’de
izolasyon 30 dk 6n inkiibasyon sonrasinda ise sirasiyla %21 ve %37’lik aktivite kaybina
a-Amilaz ugramistir. MgCl, ve FeSO, enzim aktivitesini sirasiyla %13 ve %12 seviyelerinde
Termal stabilite artirirken, CuSQy,, CaCl, ve EDTA sirastyla %81, %38 ve %33 oranlarinda inhibe

Karakterizasyon etmistir. Bacillus sp. GA4 a-amilaz enziminin molekiiler agirhgi SDS-PAGE

zimogram analizi ile yaklasik olarak 55 kDa bulunmustur. izolatin CFX, CN, TE,
RD, S, Amp ve P antibiyotiklerine hassas, SH antibiyotigine ise direngli oldugu
gozlenmistir.

Isolation of Thermostable a-Amylase Producing Mesophilic Bacterium and Partial Characterization
of the Enzyme

Research Article ABSTRACT
Article History: In this study, Bacillus sp. strain exhibiting a-amylase activity was isolated from
Received: 11 November 2020 h il | M df he th | . h | d in the bord f
Accepted: 27 November 2020 the soil sample collected from the thermal spring those located in the borders o
Published online: 15 December 2020 Nigde province, Ulukisla subprovince, Ciftehan region. Isolated bacterium was
entitled as Bacillus sp GA4. Optimum pH and temperature values of the enzyme
Keywords: were found 6.0-8.0 and 50°C, respectively. Enzyme activity was retained totally
Bacillus . . s . .
Isolation after pre-incubation within 30 minutes at 40°C. However, enzyme acitivity was
a-Amylase reduced at the rate of 21% and 37% after pre-incubation at 50°C and 60°C,

Thermal stability

Characterization repectively. MgCl, and FeSQO, increased enzyme activity at levels of 13% and 12%

whereas CuSQO,, CaCl, and EDTA inhibited 81%, 38% and 33%, respectively. The
molecular weight of Bacillus sp. GA4 a-amylase was found to be approximately
55 kDa by SDS-PAGE zymogram analysis. The isolate was found to be sensitive
to CFX, CN, TE, RD, S, Amp and P while resistant to SH.
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1. Giris

Enzimler, glinlimiizde hemen her sanayi kolunda
yogun kullanim alant bulmus vazgecilmez
biyomolekiillerdir [1, 2]. Enzimler kimyasal
katalizorlerle karsilastirildiklarinda, daha az
oranda zararli yan Uriin meydana getirmeleri ve
daha diisiik maliyetli {irlin imalati yapmalari
nedeniyle ticari kullanimlar1 daha caziptir [3].
Gilinimiizde  kullanilan ~ enzimlerin  biiyiik
cogunlugu  mikrobiyal  kaynaklardan elde
edilmektedir. Mikroorganizma kaynakli enzimler,
bitkisel veya hayvansal kokenli enzimlerle
karsilagtirildiginda,  biyokimyasal  aktivasyon
diizeylerinin yiiksek olmasi, zararli yan {iriin
olusturmamalar1, daha dayanikli olmalari, diisiik
maliyetle fazla miktarda iretilebilmeleri gibi
avantajlara sahiptirler [4].

Alfa-amilazlar (endo-1,4-a-D-glukan
glukanohidrolaz, E.C.3.2.1.1), bir polisakkarit
molekiilii olan nisastayr meydana getiren glikoz
monomerleri arasindaki a-1,4 glikozidik baglarin
hidrolize  ederek  katalizleyen  enzimlerdir.
Biyoteknolojik olarak kullanilan o-amilazlar
cogunlukla fungus, maya ve bakteri kaynaklidirlar
[5]. Enzimin ticari olarak en ¢ok tiiketildigi
nisasta endiistrisi proseslerinde, pH ve sicaklik
optimal degerleri nedeniyle, bakterilerden elde
edilen enzim ¢esitleri fungustan elde edilenlere
gore daha fazla tercih edilmektedir. Bacillus
amyloliguefaciens, B. licheniformis, B. subtilis
var. sacchariticus, B. coagulans, Pseudomonas
saccharophila ve Aspergillus oryzae kokenli a-
amilazlar yiiksek oranda saflagtirilip kristalize
edilen enzimlerdir [6]. Enzimin substrat spesifitesi
her tir icin farklidir ancak genel olarak
degerlendirildiginde azdan  ¢oga  dogru;
maltotrioz, glikojen, siklodekstrin, amilopektin,
amiloz, nisasta olarak siralanmaktadir. Alfa-
amilazlarim uygulama alani giiniimiizde oldukga
geniglemis ve c¢esitlenmis olup, nisastanin
sivilastirillmasinda, ekmekgilikte, tekstil, kagit,
meyve suyu endiistrisinde ve alkol
fermentasyonunda yogun bir sekilde
kullanilmaktadir [7].

Termofil mikroorganizmalardan izole edilen
sicakliga direngli a-amilaz enzimleri, endiistriyel
proses esnasinda yiiksek sicaklik kosullarma
dayanikli olmalar1 ve aktivitelerini korumalari
sebebiyle biiylik bir ticari potansiyele sahiptirler.
B. subtilis, B. licheniformis, B. amyloliquefaciens,
Myceliophthora thermophila, Pyrococcus wosei,
Pyrococcus furiosus ve Thermococcus
aggreganes gibi mikrobiyal tiirler giiniimiizde
yaygin olarak ticari termofilik a-amilaz ireticisi

mikroorganizmalardir.  Sicakliga direngli a-
amilazlar basta bira ve nisastadan seker iiretimi
[8], tekstil endiistrisi [9], deterjan endiistrisi [10],
ciftlik hayvanlarinda sindirimin iyilestirilmesi [11,
12] olmak iizere birgok alanda yaygin bir
kullanim alan1 bulmustur.

Bu calismada Nigde ili sinirlar1 igerisinde bulunan
Ciftehan kaplicasinin sicak su tahliye noktasindan
alinan toprak numunesinden sicakliga direngli a-
amilaz enzimi iireten yeni bir mezofilik bakterinin
izolasyonu gerceklestirilmis ve enzimin kismi
karakterizasyonu yapilmistir.

2. Materyal ve Metod

2.1. Bakteriler, Besiyeri ve a-Amilaz Pozitif
Izolatlarin Belirlenmesi

Caligmada kullanilan Bacillus sp. GA4 bakterisi
Nigde ili Ulukisla ilgesi Ciftehan bdlgesi sinirlari
icinde bulunan kaplicadan, sicak su tahliyesinin
yapildigi bolgeden alinan toprak numunesinden
Lennete ve ark. [13] tarafindan verilen protokol
uyarinca izole edilmistir. Bakteri LB (%10 w/v
tripton, %5 w/v maya oziitii, %10 w/v NaCl, pH
7.5) s1iv1 besi ortaminda 37°C sicakliga ayarlanmig
inklibatorde orta diizeyde c¢alkalama hizinda
iretilmigtir. Kat1 besiyeri kullanilmasi1 gerektigi
durumlarda LB besiyerine %1.5 (w/v) oraninda
agar ilave edilmistir. Izolatlarn  a-amilaz
aktivitesinin belirlenmesi igin bakteriler %0.5
(w/v) oraninda ¢oziiniir nisasta iceren LB-agar
besiyerinde gece boyunca iiretildikten sonra,
plaklar iyot buhart ile boyanmistir. Bunun igin,
petri kaplarinin kapaklarina birkag iyot kristali
ezilerek dagitilmig, bakteri plagi ters cevrilerek
kapagin tiizerine konmustur. Oda sicakliginda
birka¢ dk beklendikten sonra iyot buhari ile
maviye boyanan besiyeri zemininde etrafinda
beyazimtirak aktivite zonu bulunduran bakteriler
a-amilaz pozitif bakteriler olarak belirlenmistir.

2.2. Enzim Uretimi

Bacillus sp. GA4 bakterisi LB besiyerinde
37°C’ye ayarlanmis inkiibatorde orta ¢alkalama
hizinda (200 rpm) 24 saat siireyle iretilmistir.
Stire sonunda kiiltlir ortamu santrifiij edilerek
(Hettich Universal EBA12; 5.000 rpm, 10 dk),
bakteri hiicreleri ¢oktiiriilmiis ve boylece sivi besi
ortamindan ayrilmistir. Bakteriye ait ekstraseliilar
enzimleri iceren siipernatant kisim (siv1 faz) ise
enzim analizleri i¢in kullanilmusgtir [ 14].
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2.3. Enzimatik Analizler

Alfa-amilaz enzimine ait analizler 1 ml hiicre dist
siviya (ekstraseliiler enzim igermektedir) sodyum-
fosfat tamponu (50 mM, pH 6.5; 50 mM Na,HPO,
ve 50 mM NaH,HPQ, birbiri ile karistirilarak pH
6.5 olacak sekilde hazirlanir) ile hazirlanmis 1 ml
¢Oziiniir nisastanin (substrat soliisyonu, %2 (W/V)
nisasta) eklenmesi ile belirtilen sicaklik
kosullarinda 30 dk inkiibe edilerek yapilmigtir.
Enzim kontrolii i¢in 1 ml hiicre dig1 siviya 1 ml
sodyum-fosfat tamponu, substrat kontrolii i¢in 1
ml substrat soliisyonuna 1 ml sodyum-fosfat
tamponu, sahite ise sadece 2 ml sodyum-fosfat
tamponu ilave edilmistir. Sahit hari¢ diger tiim
ornekler 5 paralel olacak sekilde hazirlanmustir.

Reaksiyonlar 3 ml 3,5-dinitrosalisilik asit (10 g
dinitro salisilik asit, 2 g fenol, 0.5 g NaSOs, 200 g
sodyum-potasyum tartarat, 500 ml %2’lik NaOH
¢ozeltisi icinde ¢oziilerek saf su ile 1000 ml’ye
tamamlanir)  eklenerek  sonlandirilmis  ve
numuneler 5 dk siireyle kaynatildiktan sonra oda
sicakliginda sogumaya birakilmistir. Daha sonra
sahit ornegi ile sifirlama yapilarak tiim ornekler
spektrofotometre (Pharmacia) ile Asqp nm dalga
boyunda Olglilmiistir [15]. Enzim+substrat
ortalamalarindan enzim kontrol ve substrat
kontrol ortalamalar1 ¢ikarilarak enzimatik aktivite
sonucu  aciga  c¢ikan  glukoz = miktarlari
spektrofotometrik olarak belirlenmistir. En yiiksek
deger 100 olarak kabul edilmis ve diger absorbans
degerleri relatif olarak hesaplanmigtir. Relatif
aktivite degerleri kullanilarak enzime ait ilgili
grafikler olusturulmustur.

2.4. Enzimin Sicakhk ve pH Optimum
Degerlerinin Belirlenmesi

Enzim aktivitesi lizerine sicaklik ve pH’ nin etkisi,
enzimlerin substrat ile 40-100°C arasinda degisen
farklh sicaklik ve 5.0-11.0 arasinda degisen farkl
pH kosullarinda 30 dk siireyle inkiibasyona
birakilmast ile Olgiilmiistir. pH’nin  enzim
aktiviteleri {izerine etkisinin arastirilmasinda 50
mM sodyum asetat (pH 5.0-6.0), 50 mM sodyum
fosfat (pH 6.0-7.0) ve 50 mM tris (pH 7.0-11.0)
solisyonlar1  kullanilmigtir ~ [16].  Substrat
soliisyonlar1 (%2 w/v nigasta), her bir pH degeri
icin hazirlanan soliisyonlar kullanilarak ayri ayri
olacak sekilde hazirlanmugtir.

2.5, Zamana Gore Enzim Aktivitelerinin
Belirlenmesi

aktivitelerinin
inokiilasyonunun

Zamana gore enzim
belirlenmesinde, bakteri

baslangicindan itibaren her 24 saatte bir olmak
tizere 120 saat boyunca bakteri kiiltiiriinden enzim
numuneleri alinmis ve yukarida verilen protokol
uyarinca DNS yontemine gore enzim aktivite
seviyeleri belirlenerek relatif aktivite grafigi
olusturulmustur.

2.6. Enzimin Sicaklik Stabilitesinin Belirlenmesi

Hiicre dist sivilar 40-100°C sicaklik degerleri
arasinda her 10°C’de bir 30 dk siireyle 6n
inkiibasyona maruz birakilmiglardir. Siire sonunda
bu numuneler kullanilarak DNS yontemine gore
enzim aktivite degerleri belirlenerek relatif
aktivite grafigi olusturulmustur.

2.7. Bazi Kimyasallarin Enzim Aktivitesi Uzerine
Etkisi

Enzim Orneklerine ayr1 ayri olacak sekilde 5’er
mM MgCl,, CuSO,, CaCl,, FeSO, ve EDTA
kimyasallar1 eklenmistir. Herhangi bir kimyasal
maddenin eklenmedigi 6rnek kontrol grubu olarak
hazirlanmigtir. Tim Orneklerde DNS yontemine
gore enzim aktiviteleri belirlenmistir. Hicbir
kimyasal maddenin kullanilmadigi 6rnekteki
enzim aktivitesi %100 kabul edilerek diger
orneklerdeki enzim aktiviteleri relatif olarak
ortaya ¢ikarilmistir.

2.8. SDS-PAGE ve Zimogram Analizleri

SDS-PAGE ve SDS-Nisasta-PAGE (zimogram)
analizleri sirasiyla Laemmli [17] ve Burhan ve
ark. [16]’na gore yapilmistir. Bacillus sp. GA4
bakterisi LB sivi besi yerinde 37°C’de 48 saat
boyunca iiretildikten sonra 4950 rpm’de 10 dk
siireyle santriflij edilerek hiicreler hasat edilmistir.
Hiicre dis1 sivi faza (siipernatant) 1:1 oraninda
%20 (w/v) TCA ilave edilmis ve oda sicakliginda
ertesi giine kadar bekletilmistir. Ornekler 4950
rpm’de 10 dk siireyle santrifiij edilmis ve denatiire
olmus olan hiicre dis1 proteinler pelet haline
getirilmistir. Protein peleti oda sicakliginda
kurutulduktan sonra uygun hacimde (100-200 pl)
tris soliisyonu (1 M, pH: 8.0) ile ¢oziilmiistiir.
Protein Orneklerinin {lizerine 1:2 hacim (v/v)
kaynatma soliisyonu (0.25 M Tris-HCL (pH 6.8),
%15 w/v SDS, %50 v/v gliserol, %25 v/v B-
merkaptoethanol, %0.01 w/v bromophenol blue)
ilave edildikten sonra kaynar suda 3 dk siireyle
bekletilmis ve sonrasinda agrilamid jele
elektroforez yapilmak iizere yiiklenmistir. Protein
ornekleri toplayici jelde 25 mA, 60 V, ayirict jelde
ise 40 mA, 80 V akim uygulanarak yiiratilmustiir.
Elektroforezden sonra, SDS-PAGE 60 dk siireyle
Coomassie blue R 250 boyasi (%40 (v/v) metanol,
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%10 (v/v) glasial asetik asit, %50 (v/v) saf su,
%0.1 (w/v) Coomassie blue R 250) ile boyanmus,
sonrasinda boya icermeyen ayni soliisyon ile fazla
boyanin uzaklagtirilmasi saglanmigtir [16].

SDS-Nisasta-PAGE igin ayirici jele 3 ml nisasta
sollisyonu (%2 w/v nisasta) ilave edilmis ve jel
karisimma eklenen su miktar1 ayni hacimde
eksiltilmistir. Elektroforez sonrasinda o-amilaz
aktivitelerinin zimogram analizi ig¢in, jel dnce oda
sicakliginda 50 mM Na,HPO,, 50 mM NaH,PO4
(pH 7.2), isopropanol (20% (v/v)) soliisyonu ile
yikanarak SDS uzaklastirilmis, sonrasinda ise 50
mM Na,HPO,, 50 mM NaH,PO, (pH 7.2), 5 mM
B-merkaptoethanol ve 1 mM EDTA’dan olusan
solisyonda +4°C’de gece boyunca bekletilerek
enzimlerin renatiire olmasi saglanmigtir. Ertesi
giin jel 50 mM Na,HPO,, 50 mM NaH,PO, (pH
7.2) soliisyonunda 1 saat siireyle inkiibe edildikten
sonra, bir cam levha iizerine transfer edilerek streg
film ile sarilmig ve enzimlerin bulundugu
bolgedeki nisastay1 hidrolize etmesi i¢in 37°C’de
4-5 saat siireyle inkiibe edilmistir. Jel, sonrasinda
iyodin soliisyonunda (%1 (w/v) iyodin, %10 (w/v)
KI, %50 (v/v) metanol) 30 dk bekletilerek ao-
amilaz aktivitelerinden sorumlu bandin ortaya
¢ikmasi saglanmigtir [16, 18]. Markir proteinler
yardimiyla enzimin molekiiler agirhig
hesaplanmustir.

2.9. Izolatin Antibiyogram Testi

Izolat bakteri LB-s1v1 besiyerinde gece boyunca
uygun c¢alkalama hizinda iiretildikten sonra 100 pl
almarak LB-agar plagina cam c¢ubukla yayma
yontemiyle  ekilmigtir.  Farkli  antibiyotikler
emdirilmig ticari antibiyotik diskleri (P10:
Penicillin, TE30: Tetracycline, SH10:
Spectinomycin, CN10: Gentamycin, OFX10:
Travid ofloxacin, RD5: Rifampicin, S10:
Streptomycin, Amp10:  Ampicillin),  bakteri
yayilmis olan kati besi ortamina belirli araliklarla
sterilize  edilmis bir cimbiz  yardimiyla
yerlestirilmistir. Plaklar ters g¢evrilerek 37°C’ye
ayarlanmis inkiibatorde ertesi giine kadar
inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giin antibiyotik
disklerinin etrafinda bakteri kolonilerinin gelisip
gelismedigine bakilarak bakterinin antibiyotik
direnclilik durumu belirlenmistir.

3. Bulgular ve Tartisma
3.1. Bulgular
3.1.1. Amilolitik bakterilerin izolasyonu

Nigde ili simirlan igerisinde bulunan Ciftehan
Kaplicas1 su tahliye noktasindan alinan toprak
numunesinden  o-amilaz  aktivitesine  sahip
Bacillus suslar1 izole edilmistir. Alfa-amilaz
pozitif izolatlardan aktivite zon c¢ap1 dikkate
alinarak, 4 numarali izolat (Bacillus sp. GAA4) ileri
caligmalar igin tercih edilmistir.

3.1.2. Bacillus sp. GA4 a-amilazimin bazi
enzimatik ozellikleri

Bacillus sp. GA4 a-amilazinin optimum aktivite
gosterdigi  sicaklik  degeri  50°C  olarak
belirlenmistir (Sekil 1A). Enzim 30-50°C sicaklik
degerleri arasinda %46, 60-90°C sicaklik degerleri
arasinda %13, 30-90°C sicaklik degerleri arasinda
ise %27 relatif aktivite gostermistir. Enzim
100°C’de aktivitesinin tamamini kaybetmistir.
Enzimin optimum sicaklik grafigi incelendiginde,
optimum sicaklik degeri olan 50°C’den
uzaklastikca enzim aktivitesinde hizli diisiisler
oldugu goézlenmistir.

Bacillus sp. GA4 a-amilazinin optimum aktivite
gosterdigi pH degeri 6.0 olarak hesaplanmistir
(Sekil 1B). Enzim 5.0-8.0 pH degerleri arasinda
%73 relatif aktivite gostermistir. Enzim pH
8.0’den sonra aktivitesinin tamamini kaybetmistir.
Enzimin optimum pH grafigi incelendiginde, 6.0-
8.0 degerleri arasinda oldukga yiiksek bir aktivite
gosterdigi goriilmiistiir.

Bacillus sp. GA4 izolatina ait a-amilaz enzimi
40°C’de 30 dk on inkilbasyon sonrasinda
aktivitesini tamamen korumustur. Enzimin 50 ve
60°C sicakliklarda 30 dk 6n inkiibasyonu
sonrasinda sirasiyla %21 ve %37 relatif aktivite
kayb1 yasamigtir. Enzim 80°C ve sonraki sicaklik
degerlerinde ©n inkiibasyonu sonrasinda ise
aktivitesinin tamamini kaybetmistir (Sekil 1C).

Bacillus sp. GA4 relatif olarak en yiiksek diizeyde
enzim aktivitesini inokiilasyondan itibaren 12.
saatte gostermistir (Sekil 1D). Enzimin relatif
aktivitesi maksimum aktivite seviyesi olan 12.
saatte %100 olarak kabul edildiginde, enzim
aktivitesi 48., 72., 96. ve 120. saatlerde sirasiyla
%71, %69, %67 ve %35 diizeylerinde olmustur.
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Sekil 1. Bacillus sp. GA4 izolatina ait a-amilaz
enziminin optimum sicaklik (A), optimum pH (B),
termal kararlilik (C), zamana (D) gére enzim

aktivitesi grafikleri

Her biri 5 mM konsantrasyonunda olan MgCl,,
CusO,, CaCl,, FeSO, ve EDTA kimyasal

maddelerinin Bacillus sp. GA4 izolatina ait o-
amilaz enziminin aktivitesi lizerine etkileri
aragtirllmigtir.  Hicbir  kimyasal =~ maddenin
kullanilmadig1r kontrol grubunun enzim aktivite
diizeyi %100 olarak kabul edilmis ve kimyasal
maddelerin kullanildig1r gruplarin enzim aktivite
diizeyleri hesaplanarak kontrol grubuna gore
relatif aktivite diizeyleri belirlenmistir. MgCl, ve
FeSO, enzim aktivitesini relatif olarak sirasiyla
%13 ve %I12 diizeylerinde artirmistir. Buna
karsihlk CuSO, CaCl, ve EDTA ise enzim
aktivitesinde sirastyla %81, %38 ve %33
oranlarinda inhibisyona sebep olmustur (Sekil 2).
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mEonol mMsCL2 wmCuS04 wCaCl2 wmFe504 mEDTA

Sekil 2. Bazi1 kimyasal maddelerin Bacillus sp.
GA4 a-amilaz aktivitesi tizerine etkisi

=
E=3

Relatif aktiwite (%)

3.1.3. SDS-PAGE ve zimogram analizi

Bacillus sp. GA4 bakterisine ait hiicre dis1 toplam
proteinler %12’lik SDS-PAGE’de Coomassie blue
boyamasi ile gosterilmistir. Nisasta iceren SDS-
PAGE’nin iyot boyamasit sonucu Bacillus sp.
GA4 o-amilaz enziminin molekiiler agirlhig
yaklasik olarak 55 kDa olarak hesaplanmigtir
(Sekil 3).

3.1.4. Antibiyogram testi

Bacillus sp. GA4 izolatinin bazi antibiyotiklerine
direnglilik durumlarini belirlemek igin
antibiyogram testi yapilmistir. Antibiyogram
sonucunda izolat CFX (26 mm), CN (19 mm) ve
TE (20 mm) antibiyotiklerine karsi direnglilik
gdstermemistir. Izolat, RD (10 mm), S (13 mm),
Amp (9 mm) ve P (9 mm) antibiyotiklerine ise
kismi direngli bulunmustur. Buna karsilik izolat
SH antibiyotigine tam diren¢li bulunmustur (Sekil
4).
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Sekil 3. Bacillus sp. GA4 izolatina ait toplam
proteinlerin SDS-PAGE’deki goriintiinsii (1) ve
zimogram analizi (2)

Sekil 4. Bacillus sp. GA4 izolatinin antibiyogram
plak goriintiisii (P: Penicillin, TE: Tetracycline,
SH: Spectinomycin, CN: Gentamycin, OFX:
Travid ofloxacin, RD: Rifampicin, S:
Streptomycin, Amp: Ampicillin)

3.2. Tartisma

Yapilan bu ¢aligma ile Nigde ili sinirlari igerisinde
bulunan Ciftehan Kaplicas1 civarindan alinan
toprak numunesinden a-amilaz {ireten bakterilerin
izolasyonu gerceklestirilmistir. Bu bakterilerden
GA4 izolati LB-nisasta-agar plaginda iyot
boyamasi sonucu, a-amilaz aktivite zon cap1 goz
oniinde bulundurularak ileri ¢alismalar igin
belirlenmistir. Izolat, bakteri sporunun aerobik
ortamda ¢imlendirmesi sonucu Bacillus sp. olarak
tanimlanmigtir [19].

Alfa-amilazlarin olduk¢a yogun bir endiistriyel
kullanima sahip olmalar1 sebebiyle detayli olarak
calisilmistir. Mikroorganizmalar ic¢inde &zellikle
Bacillus cinsi bakteriler endospor olusturmalari,
patojen olmamalar1 ve {irettikleri enzimleri hiicre

disina salgilamalarindan dolay1 oldukg¢a popiiler
enzim {retici mikroorganizmalardir [20, 21].

Bacillus sp. GA4 bakterisi her ne kadar 55°C’de
izole edilmis olsa da 37°C’ye ayarlanmis
inkiibatorde daha yiiksek lireme giicii gostermistir.
Bu Dbakimdan bakteri mezofilik  olarak
tanimlanabilir. Fakat bakteri tarafindan iiretilen a-
amilaz enzimi optimum aktivitesini 50°C’de
gostermistir.  Mezofilik  mikroorganizmalarca
termostabil enzim iiretimi yeni bir bulgu degildir.
B. licheniformis ve B. amyloliquefaciens thermo-
stable a-amilaz {reten mezofilik bakterilerden
bazilaridir. Bu galigmada izole edilen Bacillus sp.
GA4 bakterisinin tiir diizeyinde tanimlanmasi
ancak 16S rDNA, Vitec 2 Compact, APl 50
testlerinin en az bir tanesinin veya tercihen birkag
tanesinin birden yapilmasi ile ortaya konulabilir.

Endiistriyel  enzim  iiretiminde  termostabil
enzimlerin mezofilik mikroorganizmalara
drettirilmesi  siklikla bagvurulan yontemlerden
birisidir. Bunun en O&nemli sebebi, bakteriyi
mezofilik kosullarda (37°C) diisiik maliyetle
iretmek, daha sonra sicaklik uygulamasi ile
mezofilik kokenli enzimleri denatiire ederek
thermo-stable enzimi kolaylikla saflagtirmaktir
[22]. Fakat bu daha ¢ok patojen olmayan ve
GRAS (Generally Recognized as Safe, Genel
Olarak Giivenli) kabul edilen mikroorganizmalara
enzim {retiminden sorumlu genin klonlanmasi
seklinde gergeklestirilir.

Bu calismada izole edilen Bacillus sp. GA4
bakterisinin  patojenite testi  yapilamamustir.
Ayrica izolat o-amilaz gibi baska termostabil
enzimleri de {iretiyor olabilir. Dolayisiyla Bacillus
sp. GA4 izolatinin kendisi tarafindan termostabil
o-amilaz  enziminin  iiretimi, bu acidan
bakildiginda ticari olarak avantajli olmayabilir. Bu
durumda izolatin genomunda bulunan a-amilaz
geninin mezofilik baska bir endiistriyel susta
klonlanmas1  diisiiniilebilir. =~ Fakat 50°C’de
optimum aktivite gosteren enzimin, bu sicaklik
degerlerinden uzaklastikca aktivitesini hizla
kaybetmesi endiistriyel kullanimini kisitlayabilir.
Ayrica GA4 o-amilazi sadece pH 6.0-8.0
degerlerinde aktivite gdstermis, bunun disinda
kalan pH degerlerinde ise aktivitesini tamamen
kaybetmigtir. Kisith bir pH araliginda aktivite
gostermesi  ve 70°C’den sonraki sicaklik
degerlerinde 6n inkiibasyon sonucu aktivitesini
tamamen kaybetmesi enzimin  endiistriyel
kullanimini oldukga sinirlandiracaktir.

CuSO, enzimin %81 oraninda aktivitesini
kaybetmesine sebep olmustur. Denenen kimyasal
maddelerden sadece MgCl, ve FeSO,; kismi bir
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stimiilasyon etki gostermistir. Daha  genis
yelpazede kimyasal maddenin enzim tizerindeki
aktivitesi  incelenebilir ve enzimin ticari
kullaniminda bu veriler dikkate alinarak daha
isabetli yorumlar ortaya konulabilir. Bununla
birlikte klonlama ve bolge yonlendirmeli
mutagenez teknikleri ile enzim &zelliklerinde
yiiksek sicaklik kosullarma direnclilik, genis pH
araliginda yiiksek aktivite, metal iyonu tercihinde
degisiklikler =~ gibi  birtakim  iyilestirmeler
yapilabilir ve endiistriyel kullanim igin daha
uygun hale getirilebilir.

Zimogram analizi enzimin molekiiler agirligim
yaklasik 55 kDa olarak ortaya koymustur.
Bakteriyel a-amilazlarin molekiiler agirliklari 10
ile 210 kDa arasinda genis bir araliga sahiptir. B.
caldolyticus 10 kDa [23], B. subtilis KIBGE HAS
56 kDa [24], B. subtilis BS5 63 kDa [25],
Chloroflexus  aurantiacus 210 kDa [26],
Acyclobacillus acidocaldarius 160 kDa [27], B.
licheniformis 31 ve 58 kDa [28], Lactobacillus
manihotivorans 135 kDa [29], Bacillus sp. YX1
56 kDa [30] amilazlar1 bunlardan bazilaridir.
Bacillus sp. GA4 a-amilazinin molekiiler agirlig:
bu aralikta yer almakla birlikte, rapor edilmis olan
bircok a-amilaz enzimi ile benzer molekiiler
agirlik seviyesine sahip olmustur.

Sonug¢ olarak bu calisma kapsaminda sicakliga
direngli a-amilaz enzimi tireten mezofilik Bacillus
sp. GA4 bakterisi izole edilmistir. Enzimin kismi
karakterizasyon sonuglari, enzimin bu haliyle
endiistriyel kullanim i¢in ¢ok uygun olmadigim
gostermektedir.  Fakat klonlama, in  vitro
mutagenez gibi molekiiler genetik teknikleri ile
enzimin Ozellikleri gelistirilebilir ve endistriyel
kullanima uygun hale getirilebilir.
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