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Abstract

In our study, the isolation, identification and optimization of Bacillus subtilis from soil samples were performed
and the ability to produce a-amylase of industrial importance was investigated. Bacteria identified as B. subtilis by 16S
rRNA analysis, morphological and biochemical tests. Maximum growth was determined at 32 hour, 37°C and pH 7.0.
Enzyme optimization was performed after determination of bacterial amylase in starchy medium. Optimum conditions
for amylase production were determined as 37°C, pH 7.0 and 48 h. When the effect of metals on enzyme activity was
examined, it was determined that Cu2+ increased enzyme activity, Zn2+, Hg2+ and Fe2+ were partially inhibited the
enzyme activity, and Ca2+ was showed close activity to the control. It was observed that carbon sources had inhibitory
effect on bacterial growth and enzyme production.
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*

SmF yontemiyle topraktan izole edilen bacillus subtilis’den amilaz iiretimi

Ozet

Calismamizda Ergani Makam Dagi’ndan alinan toprak 6rneginden Bacillus subtilis’in izolasyonu, tanimlanmasi
ve optimizasyonu gergeklestirilerek endiistriyel oneme sahip a-amilaz iretme yetenegi arastirildi. Morfolojik ve
biyokimyasal testler ile 16S rRNA analizi yapilarak B. subtilis olarak tanimlanan bakterinin 32. saat, 37 oC ve pH 7.0’
de maksimum tireme gosterdigi tespit edildi. Nisastal besiyerinde bakterinin amilaz iirettigi tespit edildikten sonra enzim
optimizasyonu yapildi. Amilaz tiretimi i¢in optimum kosullar 37 oC, pH 7.0 ve 48. saat olarak belirlendi. Enzim aktivitesi
tizerine metallerin etkisi incelendiginde Cu+2’ nin enzim aktivitesini artirdigi, Zn+2, Hg+2 ve Fe+2 enzim aktivitesini
kismen inhibe ettigi, Ca+2 ise kontrole yakin bir deger gosterdigi goriildii. Karbon kaynaklarinin bakteri gelisimi ve enzim
iiretimi iizerine inhibisyon etkisi yaptig1 gézlendi.

Anahtar kelimeler: Bacillus subtilis, tanimlama, a,, -amilaz, liretim, karakterizasyon
1. Giris

Biyokimyasal reaksiyonlar1 katalizleyen enzimlerin, hiicrelerde ¢ok 6nemli metabolik gorevleri olup genis
endiistriyel uygulamalara sahiptirler. Ayn1 zamanda birgok biyoteknolojik siire¢ ve iiriinde anahtar olarak rol almaktadir
[1]. Enzim teknolojisinin hizla gelismesi, elde edilen iiriinlerin uygulama alanlarinin genisligi ve ayrica ekonomik avantaji
gibi nedenlerden dolay1 bu yondeki arastirmalar daha fazla énem tasimaktadir [2-4]. Ozellikle diisiik sicaklikta aktif olan
enzimler; endiistriyel siiregleri sonunda dogalligin1 bozmazken ayni zamanda iiretim maliyetlerini de diislirdiigii i¢in
bir¢ok prosesde tercih edilmektedir [5]. Termostabil enzimlere yogun ilgi olsa da yakin gelecekte amilaz mithendisliginin
odak noktasinda degisim olacaktir [6]. a-Nisasta ve glikojen molekiillerini hidrolize eden amilaz (EC 3.2.1.1), bilinen en
eski endiistriyel enzim olup yiyecek, i¢ecek, nigasta, deterjan, tekstil, tipve analitik alanlarda genis ¢apta kullanilmaktadir.
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Endiistriyel enzimlerin %90 civar1 mikroorganizmalardan elde edilmektedir [7]. Bunun nedeni; mikrobiyal
enzimlerin daha yiiksek katalitik aktivite gostermesi, daha kararli ve ekonomik olmasi, toksik olmamast ve yiiksek
miktarlarda iiretilebilmeleridir [8]. Pek ¢ok mikrobiyal enzimin dogada genis bir yayilig alanina sahip olan Bacillus tiirleri
ve alt tiirleri tiirler tarafindan sentezlendigi bilinmektedir. [9,10]. 1970’lerden itibaren a-amilazlarin endiistriyel
uygulamalarinda, B. subtilis, Bacillus amyloliquefaciens, B.stearothermophilus ve B. licheniformis tiirleri
kullanilmaktadir [11].

Bu ¢aligmada topraktan izole edilerek Bacillus subtilis olarak tanimlanan mikroorganizmanin optimizasyonu ile
a-amilazin iiretimi ve karakterizasyonu gerceklestirildi.

2. Materyal ve yontem

Topraktan izole edilen B. subtilis NBA kiiltiir ortaminda tiretilip, gram boyama, nisasta hidroliz testi, tireaz testi,
hareket testi, hemoliz testi gibi morfolojik ve biyokimyasal tanimlamaya yo6nelik testlere tabi tutuldu.

B. subtilis pH 7.0, 37 °C’ de 48 saatlik inkiibasyon sonrasi kiiltiir ortami santrifiijlenerek Bernfeld metoduna gore
enzim aktivitesine bakildi [12]. Protein miktar: Lowry metoduyla tayin edildi [13]. Enzim substrat ile (%0.5’ lik nisasta
¢ozeltisi) 37 °C de 30 dakika inkiibasyona birakildi. Bu siire sonunda reaksiyonu durdurucu olarak DNS (Dinitro salisilik
asit) ilave edildi. DNS, sicakta sekerlerin indirgen uglariyla reaksiyona girerek reaksiyonu durdurur ve renk olusumunu
saglayarak spektrofotmetrede 6l¢iilmesini saglar.

2.1 B. subtilis ve Amilaz Uretimine Sicaklik, pH ve Inkiibasyon Siiresinin Etkisi

B. subtilis ekilerek 25 - 55 °C sicakliklarinda iiremeve amilaz iiretimi i¢inoptimal degerleri belirlendi. Bakteri
gelisimi ve enzim iiretimi {izerine pH etkisini belirlemek amaciyla pH4.0 ile 11.0 arasindaki pH’ larda bakteri tiretildi
enzim aktivitesi olgtldii. Bakterinin gelisimi ve amilaz iiretimine inkiibasyon siiresinin etkisini incelemek i¢in 4-96
saatleri 6rnek alinarak Glgiimleri yapildi. Aktivite tayini igcin enzim kaynagi olarak tist sivi kullanildi.

2.2 B. subtilis ve Amilaz Uretimi Uzerine Karbon (C) ve Azot (N) Kaynaklar: Etkisi
Nisasta, glukoz, siikroz ve galaktoz, maltoz, laktoz ve fruktoz azot kaynag: olarak tercih edilirken, karbon kaynagi
olarak ta pepton, tripton, iire, amonyum siilfat, amonyum klortir, amonyum nitrat ve sodyum nitrat kullanildu.

2.3 Amilaz Aktivitesine Sicaklik ve pH Etkisi
Amilaz aktivitesine sicaklik ve pH etkisi deneyinde; 20 °C’den 60 °C’ye ve pH 4.0 ile 11.0’¢ kadar degisen
degerlerde calisildi. Amilaz aktivitesi 6l¢iilerek rolatif enzim aktivitesi hesaplandi.

2.4 Amilaz Aktivitesi Uzerine Deterjan ve Metal Etkisi

Amilaz aktivitesine CaCly, CuCly, ZnCly, MgCl,, HgClz, MnCl, ve FeCl; etkisini saptamak igin 0.1 M pH 7.0
Tris-HCI tamponunda, final konsantrasyonu 1.5 mM olacak sekilde metal ¢ozeltileri hazirlandi.

0.1 M pH 7.0Tris-HCI’de hazirlanan %0.5 oraninda SDS, Tween-80, Triton X-100 ve Brij kullanilarak enzim
aktivitesi lizerine deterjan etkisi deneyi gerceklestirildi.

3. Bulgular

Tanimlamaya yo6nelik yapilan B. subtilis’ e ait morfolojik ve biyokimyasal testler ¢izelge 1°de gosterilmistir.
Ergani Makam Dagi’ndan izole edilerek tanimlanan B.subtilis’in filogenetik agac1 Sekil 1°de verilmistir.

Tablo 1. B. subtilis‘in belirlenmesinde kullanilan morfolojik ve biyokimyasal test sonuglari

Ozellikleri A8 Bacillus

Gram boyama ) D

Koloni morfolojisi Basil Basil, Kok, virgiil
Hareketlilik Hareketsiz Hareketli-Hareketsiz
Katalaz +) +)

Hemoliz (+) D

Ureaz (+) (+)
NisastatNBA (+) (+)

Seker (Glukoz, laktoz Sukroz) O] )

Sicaklik aralig 20-45 20-75

pH aralig1 10-4 4-10

(+) pozitif sonug (—) negatif sonug (D) degisken
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Bacillus subtilis

og | AYB2
Bacillus simplex WA6-6
A YA7

‘ Bacillus megaterium XTBG34

—TM A vC2
40 Bacillus megaterium PG-5-8

‘ Streptomyces zaomyceticus XSD-118

00 Streptomyces omiyaensis 13647R
61 A YA2

1

66! Streptomyces exfoliatus NRRL B-2494

0.05

Sekil 1. B.subtilis’in filogenetik agaci

3.1 Inkiibasyon siiresinin mikroorganizma gelisimi Ve o-amilaz iiretimi iizerine etkisi

Farkli inkiibasyon siirelerinin B. subtilis’in {iremesi ve enzim {iretimineolan etkisini incelemek amaciyla 4-96.
saatleri arasinda yapilan incelemede en iyibakteri tiremesinin 32. saatte, enzim tiretiminin ise 48. saat oldugu sekil 2.” de
gosterilmektedir.
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Sekil 2. Inkiibasyon Siiresinin Mikroorganizma Gelisimi ve a-Amilaz Uretimi Uzerine Etkisi
3.2 Sicakligin mikroorganizma geligimi ve o-amilaz iiretimi iizerine etkisi

Sicaklik etkisini arasgtirmak igin; 25 °C *den 55 °C ’ye kadar inkiibasyona birakildi. inkiibasyon siiresi sonunda
gerek bakteri tiremesi gerekse enzim iiretimi i¢in en iyi sicaklik 37 °C olarak tespit edildi. (Sekil 3.)
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Sekil 3. Sicakligin mikroorganizma gelisimi ve a-amilaz tiretimi lizerine etkisi

3.3 pH 'min mikroorganizma gelisimi ve a-amilaziiretimi iizerine etkisi

pH4.0’ den pH 11.0’e kadar degisik pH’larda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda sekil 4’te
goriildiigii gibi bakteri gelisimi ve enzim i¢in optimum pH’s1 7.0 olarak belirlendi.
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Sekil 4. pH’nin mikroorganizma gelisimive a-amilaz iiretimi lizerine etkisi

3.4 B. subtilis ve a-amilaz diretimine iizerine c ve n kaynaklart etkisi

NB besiyerine %1°lik karbon ve azot kaynaklari (Sekil 5); %1°lik azot (Sekil 6) ayr1 ayri eklendi. Bu
besiyerlerine ekim yapilarak 48 saat ve 37 °C’de inkiibasyona birakild1 ve enzim aktivite testi yapilarak protein miktarina
bakildi. Bu sekilde spesifik aktivite (U/mg) hesaplandi.
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Sekil 5. B. subtilis ve a-Amilaz iiretimi iizerine karbon kaynaklarimin etkisi
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Sekil 6. B. subtilis ve enzim tretimine azot kaynaklari etkisi
3.5 a-Amilaz aktivitesi iizerine sicakligin etkisi

Optimum kosullarda iiretilen mikroorganizdan elde edilen iist sivi kullanilarak 20-60 °Caraliginda yapilan
sicaklik ¢alismasinda maksimum enzim aktivitesi i¢in en iyi sicaklik degeri 40 °C olarak bellirlendi (Sekil 7).

120 Sicaklik
100

80

60

40

20

Rolative Aktivite (%)

O I Il I Il I Il I Il I
T T T T T T T T T

Sekil 7. a-Amilaz aktivitesine sicaklik etkisi
3.6 Enzim aktivitesine pH etkisi

Optimum kosullarda iiretilen mikroorganizmanin inkiibasyon sonrasinda; pH 4.0-11.0 araliginda yapilan pH
deneylerinde amilaz aktivitesinin pH 7.0 de en yiiksek degerde oldugu tespit edildi Sekil 8.
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Sekil 8. a-Amilaz aktivitesine pH etkisi

3.7 Amilaz aktivitesine bazi metallerin etkisi

Amilaz aktivitesine metallerin etkisini saptamak i¢in CaCl,, CuCly, ZnCl,, MgCl;, HgCl2, MnCl, ve FeCl;0.1 M
pH 7.0 Tris-HCI’de1.5 mM konsantrasyonda olacak sekilde 30 dakika bekletildi ve nzim aktivitesitest edildi. Kontrolle
kiyaslandiginda enzimin tiim metallere direng gdsterdigi tespit edildi Sekil 9.

Metal Etkisi
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Sekil 9. a-Amilaz aktivitesi lizerine bazi metallerin etkisi

3.8 a-Amilaz aktivitesi iizerine bazi deterjanlarnetkisi

Optimum kosullarda iiretilen B. subtilis’ten elde edilen enzim aktivitesi {izerine deterjan etkisi incelendiginde
deterjanlarin% 40 civarinda azalmaya neden oldugu goriildi. Enzim aktivitesi iizerine deterjan etkisi Sekil 10.’da
verilmistir.
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Sekil 10. a-Amilaz aktivitesi tizerine bazi deterjanlarin etkisi
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4. Sonuglar ve tartisma

a-Amilaz 6nemli ve en eski endiistriyel enzimlerden biridir. Dogada ¢ogu organizma amilaz iiretir, fakat
bunlardan ¢ok azi dogal nisastay1 pargalama yeteneginde olan amilazlari iiretebildiginden dogal nisasta hidrolizi i¢in yeni
enzim kaynaklarina ihtiyag duyulmaktadir [14]. Calismamizda B. subtilis’den a-amilaz iretimi iizerine fiziksel
parametrelerin etkisini arastirarak optimum kosullar: belirleme yoluna gidildi. Topraktan izole edilen B. subtilis’in
tiremesi iizerine sicakligin, pH’ nin ve inkiibasyon siiresinin etkisi ¢alisildi. Bakterinin optimal degerleri 37 °C, pH 7.0 ve
32. saat olarak tespit edildi. Bakterilerin enzim iiretim kapasiteleri bulunduklari ortama baglidir ve bu ortam sartlarinin
degistirilmesi enzim iiretimine etki etmektedir. Ozellikle besiyerinin sicakligi, pH’1, havalandirilmasi, inkiibasyon
miktari, inkiibasyon siiresi gibi faktorler oldukca etkilidir [15]. Mikroorganizma, biiylime ortamindaki besin azalinca
duragan evreye girerek sekonder metabolit {iretir, enzim sentezinde azalis goriiliir [16]. Ayrica besi ortamindaki diger
bilesikler ile etkilesir ve enzim denatiirasyonudan dolay1 aktivitesindede azalis gortiliir [17].

Al-Johani ve ark. [18] optimuminkiibasyon siiresini 48 saat, optimum pH 8.5 ve sicakligi 45°C belirtmiglerdir.
Asgher ve ark. [19]. B.subtilis JS-2004 igin optimal tireme degerlerini 48 saat, 50°C ve pH 7.0 olarak ifade etmislerdir.
Ortamin fiziksel 6zellikleri enzimlerin aktiviteleri lizerinde biiyiik 6l¢iide etki etmektedir. Enzimler optimum sicaklik ve
pH smurlart iginde en iyi aktiviteyi gosterirler. Bu sinirlar arasinda aktivitenin en iyi oldugu optimal deger belirlenir.
Ayrica mikroorganizmalarin liremeleri igin besiyeri pH’sinin optimal sinirlan igerisinde bulunmasi gerekmektedir.
Mikroorganizmanin gelisme ortaminin pH’s1 morfolojik degisimlere yol agmakta ve buna paralel olarak enzim sentezini
arttiric etki yapmaktadir.

Calismamizda B. subtilis’den elde edilen amilaz igin optimum sicaklik degeri 40 °C, pH degeri ise 7.0 olarak
bulunmustur. 40 °C’ nin altinda ve iizerinde enzim aktivitesinde azalma oldugu gozlemlenmistir. Diger yandan pH
degerlerine bakildiginda ise pH 7.0’ nin altinda ve iistiinde enzim aktivitesinde azalmalar goriilmiistiir. Ekstraseliiler o —
amilaz i¢in optimal pH degerleri 3.0 ile 10.0 arasindadir. Calismamizda elde ettigimiz ekstarseliiler a-amilazin notral
kosullarda maksimum aktivite gdstermesi endiistriyel islemler i¢in uygun oldugunu gostermektedir. Benzer bulgular
baska arastiricilar tarafindan da ifade edilmistir. Rezzukoglu ve ark. [9] yaptig1 caligmada Lactococcus sp. PS-2A a-
amilaz Giretiminin; optimum 16. saatte, 35 °C ve pH 7.0’ de gerceklestirdigini belirlemislerdir. Ticari 6neme sahip Bacillus
suslarmin iremesive ekstraselliiler a-amilaz i¢in optimal pH 6.0- 9.0 olarak rapor edilmistir. Femi-Ola ve ark. [20] izole
ettikleri Bacillus subtilis BS5’ten iirettikleri a-amilazin optimal pH 6.0, sicakligimi ise 50°C olarak belirlemislerdir.
Vidyalakshmi ve ark. [21] submerged fermantasyonla Bacillus sp.’den elde ettikleri ekstraseliilar amilaz1 optimize
etmisler, en iyi enzim aktivitesini 35 °C ve pH 7.0’ de gosterdigini belitmislerdir. Ray ve ark. [22] tugla topragindan izole
edilmis Bacillus brevis MTCC 7521 susu ile Ca*? bagimsiz o-amilaz iiretimi ¢aligmalar1 yapimiglardir. Enzimin optimal
sicaklik 50°C, pH 6.0 ve inkiibasyon siiresi 36. saat olarak tespit edilmistir. Sankaralingam ve ark. [23] yapmuis olduklar1
bir ¢alismada SmF yontemiyle Bacillus licheniformis’ten a-amilaz tiretimi {izerine inkiibasyon siiresi, sicaklik ve pH’ nin
etkisini aragtirmiglar. Calismada a-amilaz iiretimi i¢in optimum inkiibasyon siiresinin 48. saat, optimum sicakligin 30°C
ve optimum pH’nin 7.0 oldugu saptanmustir. Shafiei ve ark. [24] Nesterenkonia sp. F susuna ait ekstraselliiler amilazin
biyokimyasal karakterizasyonunu yaparak enzimin optimum sicaklik ve pH’sinin 45°C ve pH 7.5 oldugunu
bildirmiglerdir.

Calismada azot kaynaklarmin enzim {izerine etkisini belirlemek igin besiyerlerine % 1 oraninda azot
kaynaklarindan eklenmis olup daha sonra hazirlanan besiyerlerine bakteri ekimleri yapilarak inkiibasyona birakildi. 48
saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda yapilan aktivite tayini sonucunda kullanilan azot kaynaklarinin amilaz {iretimi
tizerine etkisi arastirildi. Arastirma sonucunda kontrol ile kiyaslandiginda, azot kaynaklarinda kontrole yakin amilaz
aktivitesi elde edildi. Enzim tiretimi iizerine karbon kaynaklarmin etkisine bakildiginda, biitiin karbon kaynaklarinda
kontrole gore daha diisiik amilaz aktivitesi elde edildi. Ray ve ark. [22] B.brevis MTCC 7521 susu ile amilaz {iretimi
calismasinda azot kaynaklarindan et 6ziitliniin, pepton, maya 6ziitii ve kazein ile karsilagtirildiginda amilaz iiretimini daha
¢ok arttirdigini, asparajin, potasyum nitrat, amonyum siilfat, amonyum nitrat ve iirenin enzim liretimini azalttigin tespit
etmiglerdir.

Enzim aktivitesi iizerine bazi metallerin etkisi incelendiginde enzim aktivitesinin metallerden etkilenmedigi
metallere kars1 oldukea direngli oldugu gézlendi. Optimum kosullarda B. subtilis’ten iiretilen amilaz aktivitesine deterjan
etkisi arastiriliginda ise deterjanlarin enzim aktivitesini kismen inhibe ettigi tespit edildi. Shafiei ve ark. [24] Zn*?, Fe*3,
Cu*? ve Al*diyonlan ile amilaz aktivitesinde inhibisyon meydana geldigini, Ca*? ile enzim aktivitesinin arttigmni
bildirmislerdir. %0.5 SDS, %0.2 Triton X-100, Tween 80, Tween 20’ye kars1 stabilite gosterdigini belirlemislerdir. Ray
ve ark. [22] amilaz aktivitesi iizerine Ca*?veya surfaktanlarin (Tween 20, Tween 40, Tween 60, Tween 80, sodyum lauril
siilfat % 0.02) enzim aktivitesine etki etmedigini belirtmislerdir.

Endiistriyel alanlarda tercih edilen enzimlerin, ekonomik yonden kisa zamanda ve az maliyetle yiiksek verimle
iiretilebilmesi, degisik uygulamalarda kullanilabilir &zellikte olmasi gerekir. Yaptigimiz ¢alismada amilaz aktivitesine
kisa siirede ve disiik sicaklikta ulasildigi gortilmiis, bu fiziksel parametrelerin optimum degerlerinin kullanilmasiyla
enzim aktivitesinde artig saglanabilecegi belirlenmistir. [1-Amilaz 40°C’de maksimum aktivite gostermesi 6zelligi ile
diisiik 1sida yikama iglemini gergeklestiren ¢amasir ve bulasik makinesi deterjanlarinin igeriginde kullanilabilir. Bu
konuda yapilacak kapsamli ¢aligmalar sonucunda enzim verimi daha da arttirilabilir ve endiistride yaygin kullanim alani

bulabilir.
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